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Spreminjanje produktivnosti pridobivanja bakteriofagov v kontinuirnem sistemu  
Povzetek: Bakteriofagi so prisotni povsod okrog nas. Njihova ključna vloga je regulacija 
mikrobnega ravnovesja v različnih ekosistemih, prav tako pa se zaradi različnih prednosti, 
antibakterijskih učinkov ter naraščanja antibiotske rezistence vse bolj uporabljajo pri 
zdravljenju bakterijskih okužb ter v najrazličnejših medicinskih in okoljskih aplikacijah. 
Bakteriofagi za svoj obstoj potrebujejo bakterije in so njihovi naravni sovražniki. 
Sodelujejo v procesu infekcije in končne lize bakterije. Gojenje bakteriofagov v 
laboratorijskem merilu se običajno izvaja v stresalnih kulturah, medtem ko se v industriji 
uporabljajo šaržni procesi v bioreaktorjih. Pri zdravljenju z bakteriofagi so potrebne večje 
količine bakteriofagov, zato smo se med raziskovanjem ukvarjali z vplivom spreminjanja 
hitrosti redčenja na produktivnost gojenja bakteriofagov v kontinuirnem sistemu. V 
kontinuirnih sistemih nenehno dovajamo hranila in odvajamo odpadne produkte in celice, 
zato je volumen v bioreaktorju ves čas konstanten in se v določenem času vzpostavi 
stacionarno stanje. To smo spremljali z merjenjem optične gostote. Miniaturni kontinuirni 
sistem je sestavljen iz črpalke in dveh zaporedno povezanih bioreaktorjev »C« in »P« 
(volumen prvega je 25 ml, volumen drugega je 5 ml). Svež napajalni tok je tekoče LB 
gojišče, ki ga uvajamo v prvi bioreaktor »C«, kjer poteka gojenje bakterije. V drugem 
bioreaktorju »P« poteka pomnoževanje bakteriofagov. Kot modelna organizma smo 
uporabljali bakterijo E. coli K-12 in bakteriofag T4. Izvajali smo dva različna tipa 
eksperimentov z variabilnim in konstantnim fiziološkim stanjem bakterije. Iztok iz 
drugega reaktorja in s tem število namnoženih bakteriofagov smo spremljali z 
vzorčenjem. Vzorce smo nato analizirali in ovrednotili s CFU in PFU analizo. Iz podatkov 
o koncentraciji bakteriofagov in hitrosti redčenja v drugem bioreaktorju smo izračunali 
in spreminjali produktivnost. Pokazali smo, da pri optimalni hitrosti redčenja dosežemo 
maksimalno koncentracijo fagov in produktivnost.  
 
Ključne besede: bakteriofag T4, E.coli K-12, kontinuirna proizvodnja, produktivnost, 






Changes of productivity in continuous production of bacteriophages 
Abstract: Bacteriophages (phages) are present almost everywhere around us. Their key 
role is regulating microbial community in various ecosystems, therefore they are 
regaining attention as natural antimicrobial agents for potential antibacterial treatments 
also in human medicine, especially for multi-drug resistant bacteria. Phages are bacterial 
viruses which are formed during the process of infection and final lysis of bacteria. In 
medical applications and therapeutics, large amount and higher concentrations of phages 
are required. Phages are nowadays still being amplified traditionally, on laboratory scale 
in shaking culture flasks and as batch process in bioreactors on industry level. In our case, 
we studied the effect of dilution rate on productivity of continuous production of phages 
in “cellstat” which consists of two connected glass bioreactors »C« and »P« (volume of 
the first bioreactor was 25 mL and second bioreactor was 5 mL, respectively), run by a 
single pump. Fresh LB medium was continuously pumped in the first bioreactor »C« 
where bacteria were continuously growing and then continuously introduced into second 
bioreactor »P« where multiplication of phages occurred. As a model system we used well-
studied phage T4 and Escherichia coli K-12 as a host. Two different sets of experiments 
where bacterial physiological state was either varied or kept constant were performed. 
When the steady state was reached, concentration of phages at the outflow of second 
bioreactor was evaluated by standard plaque assay and average values were obtained. 
Productivity of continuous production of bacteriophages was calculated from average 
phage titers and dilution rate in second bioreactor. The results obtained show that there 
exists an optimal dilution rate when maximal phage concentration and productivity are 
achieved. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
µ  specifična hitrost rasti bakterij (h-1) 
µmax  maksimalna specifična hitrost rasti bakterij (h-1) 
ATP  adenozin trifosfat 
b  brstno število (PFU celica-1) 
bp   bazni par 
C  koncentracija bakterijskih celic (CFU mL-1) 
C0   začetna koncentracija bakterijskih celic (CFU mL-1) 
CFU  število bakterijskih kolonij (angl. »colony forming unit«) 
CRISPR-Cas  gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev z 
encimom Cas (angl. »clustered regularly interspaced short palindromic repeats«) 
D  hitrost redčenja v bioreaktorju (angl. dilution rate (h-1) 
d  koeficient, ki označuje intrinzično hitrost smrti bakterijskih celic 
DC  hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju »C« (h-1) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
Dopt  hitrost redčenja pri kateri dosežemo maksimalno produktivnost (h-1) 
DP  hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju »P« (h-1) 
DT  hitrost redčenja v turbidostatu (h-1) 
E.coli  Escherichia coli 
F  pretok (mL min-1) 
h0  populacijska gostota gostiteljskih celic  
HCl  klorovodikova kislina 
k  koeficient v enačbi za brstno število (PFU celica-1 h) 
kg  specifična hitrost rasti celic 
Kads  koeficient v enačbi za konstanto adsorpcije (h-1) 
Klat  koeficient v enačbi za latentno periodo (h-1) 
kδ  naklon premice pri določanju konstante adsorpcije (min-1) 
Kλ  koeficient v enačbi za opis populacijske hitrosti rasti bakteriofaga (h-1) 
I  število inficiranih bakterijskih celic v trenutku prvega dviga koncentracije 
bakteriofagov v mešalnem bioreaktorju (CFU mL-1) 
 
 
I0  število začetnih inficiranih bakterijskih celic v mešalnem bioreaktorju 
(CFU mL-1) 
L  latentna perioda (min) 
LB  Luria-Bertani ali lizogeni bujon, (angl. »lysogeny broth«)  
Lmin   koeficient v enačbi za latentno periodo (min) 
MgSO4 magnezijev sulfat  
MOI  razmerje med številom fagov in bakterij, (angl. »multiplicity of infection«)  
MRSA  meticilin rezistentna bakterija Staphylococcus aureus (angl. »methicillin-
resistant Staphylococcus aureus«) 
NaCl  natrijev klorid 
n-kratnik število redčitev 
OD  optična gostota, (angl. »optical density«) 
P  koncentracija prostih (nevezanih) bakteriofagov (PFU mL-1) 
PFU  število plakov, (angl. »plaque forming unit«) 
Pk   koncentracija prostih bakteriofagov na koncu eksperimenta adsorpcije 
(PFU mL-1 ) 
Pr  produktivnost kontinuirnega procesa (PFU mL-1 h-1) 
P0  koncentracija prostih bakteriofagov na začetku adsorpcije (PFU mL-1) 
RDS   relativni standardni odmik (%) 
RNA  ribonukleinska kislina 
rpm  število obratov na minuto, (angl. »revolution per minute«) 
SM pufer solno magnezijev pufer 
t  čas, v katerem koncentracija bakteriofagov pade iz začetne na končno 
koncentracijo (min)  
Tris  tris(hidroksimetil)aminometan 
VC  volumen bioreaktorja »C« (mL) 
VP  volumen bioreaktorja »P« (mL) 
δ'  koeficient v enačbi za konstanto adsorpcije (mL min-1) 
δ  adsorpcijska konstanta (mL min-1) 
δmax   maksimalna adsorpcijska konstanta (mL min-1) 
λ  populacijska hitrost rasti bakteriofaga (h-1) 
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1  Pregled literature 
1.1 Bakteriofagi 
 
Bakteriofagi so bakterijski virusi, ki okužijo bakterije, se v njih pomnožijo ter s celično 
lizo uničijo bakterijsko celico in sprostijo novo nastale fage v okolje. Kot naravni 
sovražniki bakterij in najštevilčnejši organizmi na našem planetu (več kot 1031) so 
vključeni v številne biološke procese, skrbijo za ohranjanje mikrobiološkega ravnovesja 
ter za uravnavanje njihove nenadzorovane razširjenosti [1],[2],[3],[4]. Bakteriofagi so 
prisotni v oceanih, tleh, pitni vodi in hrani, torej povsod okrog nas [5]. Imajo svoj lasten 
genom in so posledično neodvisni od genoma gostiteljske celice. Delujejo kot 
znotrajcelični paraziti, nimajo lastnega metabolizma in posledično niso sposobni sinteze 
proteinov, zaradi česar se ne morejo pomnoževati v odsotnosti živih bakterijskih 
gostiteljskih celic [1]. Uporabijo jih kot vir energije in metabolnih intermediatov, zato so 
za njihov obstoj neizogibne. Pomnoževanje bakteriofaga se zgodi po tem, ko le-ta vstopi 
v gostiteljsko celico. Ta proces imenujemo infekcija [6]. V nekaterih primerih, ko 
bakteriofagi številčno presežejo bakterije v okolici, lahko povzročijo lizo bakterijskih 
celic brez pomnoževanja (»lysis from without«) [7],[8]. 
Bakteriofage ali krajše fage (v grščini phagein pomeni pojesti) sta ločeno odkrila 
Frederick Twort (1915) in Felix d'Herelle (1917), ki je prvi poročal o sposobnosti 
bakteriofagov za lizo bakterijskih celic Salmonella gallinarum na piščančjih iztrebkih. 
Poleg tega je  prvi poročal o uspešni fagni terapiji v primeru otroške dizenterije [9],[10]. 
Zanje je značilno, da so izjemno raznovrstni, kar se odraža tako v morfoloških kot 
genetskih karakteristikah in jih na podlagi tega razvrščamo v različne družine [3]. 
Med drugo svetovno vojno so se na vzhodu v obliki fagnih pripravkov uporabljali za 
zdravljenje različnih bakterijskih okužb, ran in bolezni pri vojakih. Kmalu po odkritju 
antibiotikov so študij in uporabo bakteriofagov na zahodu zaradi slabe ponovljivosti 
eksperimentov in nepoznavanja biologije fagov opustili. Bakteriofagi so v zadnjem času 
t.i. post-antibiotske dobe ključni v boju proti rezistentnim bakterijam, saj so zelo 
specifični in ekološko varni. Napadejo le točno določene baterijske vrste in pri tem ne 
vplivajo na preostalo mikrofloro. Pomnožujejo se eksponentno, kar še dodatno potrjuje 
njihovo uporabnost [9],[11]. 
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Poleg tega je tudi v raziskovalnem smislu o njih znanega veliko več kot v letih po odkritju. 
Z nenadzorovanim širjenjem rezistentnih bakterijskih patogenov se povečuje tudi interes 
za alternativne načine zdravljenja namesto uporabe antibiotikov. Veliko dosedanjih študij 
v državah, ki so ta način zdravljenja bakterijskih okužb uporabile, dokazuje, da le-to 
predstavlja učinkovito alternativo na različnih področjih, tako v medicini [1],[10], [11], 
kmetijstvu in naftni industriji [13],[14]. 
Bakteriofagi imajo zelo pomembno vlogo in prispevek pri razvoju v molekularni biologiji 
in biotehnologiji. Uporabljajo se kot modelni sistemi za živalske in rastlinske viruse, kot 
orodja za študij podvojevanja in rekombinacijo DNA, prepisovanje in prevajanje, genske 
regulacije ter v diagnostičnih sistemih za okarakteriziranje bakterij ter kot biološki 
sledilci in indikatorji onesnaženja [3]. Dejstvo, da so bakteriofagi naravni bakterijski 
plenilci, je nadvse obetajoče in uporabno tudi v moderni biotehnologiji. Najbolj obetavna 
pa je uporaba na področju dostave cepiv, tako DNA kot proteinskih, detekcije patogenih 
bakterijskih sevov ter kot izrazni sistem (fagni prikaz) za veliko protiteles in proteinov. 
Njihova prednost je v tem, da se lahko zelo preprosto namensko prilagodijo uporabi, kar 
predstavlja potencialno prednost pri uporabi v biotehnologiji, raziskavah, terapevtiki in 
diagnostiki [13]. 
Kljub temu da so antibiotiki takoj po odkritju doživeli hiter vzpon in zanesljiv uspeh, je 
pojav multirezistentnih bakterij sčasoma zahteval vse več pozornosti. V različnih 
raziskavah poročajo o uporabi bakteriofagov kot alternativi antibiotikom v primeru nanje 
odpornih bakterijskih sevov. Vse pogosteje namreč opažamo klinične primere obolenj, v 
katerih uporaba konvencionalne antibiotske terapije odpove [1]. Glavne prednosti 
uporabe bakteriofagov v primerjavi z antibiotiki so v tem, da so netoksični, imajo ožji 
spekter gostiteljskih bakterijskih vrst, kar se posledično kaže tudi v manj verjetnem 
razvoju rezistence [15]. 
1.1.1 Splošne značilnosti in morfologija bakteriofagov 
Genom bakteriofaga je lahko DNA ali RNA, enojna ali dvojna vijačnica, krožna ali 
linearna ter ponavadi prisotna kot ena sama kopija [3]. Ena izmed glavnih značilnosti 
fagov je raznovrstnost v strukturi genoma. Kljub temu da ima večina fagov dvoverižno 
DNA, ne gre spregledati tudi fagov z enoverižno DNA, enoverižno RNA in dvoverižno 
RNA [16]. 
Morfologija faga se spreminja od ikozaedričnih do filamentoznih fagov ter še bolj 
kompleksnih fagov z repi, ki predstavljajo večino le-teh [3]. 
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1.1.2 Klasifikacija bakteriofagov 
Bakteriofagi so klasificirani v 1 red, 13 družin in 31 rodov [5]. Okarakteriziramo jih s 
pomočjo informacij o morfologiji, z analizo genoma, tipa nukleinskih kislin, 
gostiteljskega ranga in infektivnih parametrov ter jih na takšen način taksonomsko 
razvrščamo [7]. 
Bakteriofagi so izjemno heterogeni po strukturi, po fizikalno-kemijskih ter bioloških 
lastnostih in so polifiletični po izvoru. Delimo jih v različne skupine na podlagi njihove 
morfologije: bakteriofagi z repi (Caudovirales) so najštevilčnejši predstavniki, ledijo jim 
spoliedrični, filamentozni in pleomorfni fagi. Do sedaj je bilo z elektronsko mikroskopijo 
zaznanih več kot 5000 fagov. Bakteriofagi z repi so najbolj razširjeni in najstarejši 
bakterijski virusi. Inficirajo lahko tako Eubakterije kot Arheje. Sestavljeni so iz 
proteinskega plašča, linearne dvoverižne DNA in nimajo ovojnice. Glede na tip 
življenjskega cikla jih delimo na temperatne in virulentne fage [3]. Po morfološki 
strukturi jih delimo v tri družine: Myoviridae (dolg krčljiv rep), Siphoviridae, 
Podoviridae (dolg in kratek nekrčljiv rep). 
Bakteriofagi so izjemno raznovrstni tudi po velikosti genoma, ki se razteza od 4 kbp do 
600 kbp [4]. Glede na genomsko klasifikacijo ima večina fagov dvoverižno DNA, nekaj 
pa je tudi takih, ki imajo enoverižno DNA, RNA ali dvoverižno DNA. Vsi DNA fagi 
imajo le eno molekulo DNA [5]. 
Bakteriofage delimo v različne skupine tudi glede tipa bakterije, ki jo napadajo. Tako 
ločimo kolifage, stafilokokne fage, Salmonella tiphidne fage [2]. 
1.1.3 Razmnoževanje in življenjski cikel bakteriofagov 
Bakteriofagi lahko delujejo na način lizogenega oziroma litičnega življenjskega cikla. 
Virulentni ali litični fagi posežejo v celični aparat za pomnoževanje v bakterijski 
gostiteljski celici, čemur sledi njena celična liza in sprostitev novih infektivnih 
bakteriofagov [3]. Lizogeni ali temperatni fagi, ki predstavljajo polovico vseh fagov z 
repom [5], sobivajo znotraj bakterijske celice, tako da integrirajo svoj genom v 
bakterijsko genomsko DNA ali pa njihov genom ostane zunaj. Zanje je značilno, da ne 
ubijejo bakterije nemudoma po vstopu. V nasprotju z litičnim ciklom gre za alternativen 
podvojevalni cikel, ki obsega bodisi produktivno, litično okužbo ali reduktivno, lizogeno 
okužbo, med katero fag ostane v mirovanju in neaktiven v gostiteljski celici. Medtem se 
fagni genom pomnožuje z gostiteljsko celico, kar se odraža v občasni sprostitvi novih 
bakteriofagov [3]. Težava lizogenih bakteriofagov je v tem, da večinoma vsebujejo 
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neželene gene, ki povečajo virulentno aktivnost in tolerantnost odziva bakterije na stres. 
Zaradi tega lahko v terapevtske namene uporabljamo le litične fage, ki se po okužbi hitro 
in učinkovito pomnožujejo znotraj bakterijske celice in nato povzročijo njeno lizo. Bolj 
podrobno je litični življenjski cikel bakteriofagov predstavljen v nadaljevanju na primeru 
bakteriofaga T4 [7]. 
1.1.4 Uporaba bakteriofagov 
Delujejo kot bakteriocidna sredstva. Med procesom, ko fag napade in uniči bakterijo, so 
se le-ti sposobni pomnoževati specifično na točno določenem mestu, kjer se nahajajo 
gostiteljske celice. Tako uspešno preprečujejo ponoven pojav bakterij na mestu okužbe, 
kot je pogosto v primeru antibiotikov. Fagi poleg tega skrbijo za to, da so prisotni ves čas 
in so sposobni t.i. avto-doziranja. Vsekakor pa so tudi v tem pogledu prisotne določene 
omejitve glede koncentracije bakterij na mestu, kjer uporabimo fage. Za fage je značilna 
nizka inherentna toksičnost, saj so zgrajeni pretežno iz nukleinskih kislin in proteinov. 
Kljub temu fagi niso običajna farmacevtska sredstva in delujejo kot viabilni biološki 
agensi, bazirani na proteinih, ki lahko med interakcijo z bakterijo sprožijo škodljiv 
imunski odziv. Bakteriofagi imajo minimalen vpliv na normalno floro bakterij, kljub 
temu da je njihova specifičnost zelo razgibana v smislu, da lahko napadejo in inficirajo 
le nekaj bakterijskih sevov ali pa celo nekaj podobnih rodov hkrati. V večini primerov 
imajo manjši potencial za razvoj rezistence, saj lahko napadejo relativno ozek spekter 
gostiteljskih bakterijskih celic in posledično zmanjšujejo število bakterijskih vrst, ki 
lahko razvijejo rezistenco nanje. Nagnjenost fagov k mutacijam zaradi pojava rezistence 
bakterij in izguba t.i. fagnih receptorjev za zaznavanje toksičnosti negativno vplivajo na 
bakterijski fitnes in virulentnost. Bakteriofagi na odpornost bakterije odgovorijo z 
drugačnimi mehanizmi kot antibiotiki. Ta pojav navzkrižne odpornosti v sistemu 
antibiotik-bakteriofag je koristen, saj lahko v primeru nedelovanja antibiotikov za 
zdravljenje bakterijskih okužb vedno uporabimo fage. Tak primer je multirezistentna 
bakterija Staphylococcus aureus (MRSA). V kolikor za zdravljenje bakterijskih okužb 
potrebujemo nove fagne pripravke, je odkritje le-teh možno enostavno in hitro. 
Najpogosteje jih najdemo v odplakah ali odpadkih, ki vsebujejo visoke koncentracije 
bakterij. Težava, na katero lahko naletimo, je izolacija bakteriofagov iz okolja, ki je 
velikokrat tehnično zelo zahtevna [15]. Po izolaciji fagov sledi ocena njihovega spektra 
bakterijskih sevov in testiranja na in vitro in in vivo živalskih modelih [17]. Fage lahko 
apliciramo v različnih oblikah formulacije kot tekočine, kreme, impregnirane v trdnine in 
v različnih primerih doziranja glede na potrebe. Fagi so po enkratnem doziranju zmožni 
aktivne terapije s pomnoževanjem na mestu okužbe in avtodoziranja. Dosežena 
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učinkovitost je vidna že po enkratnem oziroma po manjšem številu potrebnih doziranj. 
Zmožnost fagov za naraščanje njihove koncentracije in situ glede na potrebe in 
koncentracijo bakterij posledično zniža stroške zdravljenja. Doziranje fagov v nižjih 
koncentracijah izboljšuje tudi kvaliteto in varnost uporabe pripravka, saj bo koncentracija 
fagov naraščala le v primeru, ko bodo aktivno odstranjevali bakterije, zato se po tem ne 
bodo dolgo zadrževali v telesu. V nasprotju z antibiotiki velja kinetika enega faga na eno 
bakterijo, kar logično zniža potrebno koncentracijo fagov pri zdravljenju. Največjo 
antibakterijsko učinkovitost dosežemo z uporabo različnih fagov v obliki t.i. fagnih 
koktejlov, kar še dodatno izboljša njihove lastnosti, aktivnost in se odraža v skupno večji 
antibakterijski učinkovitosti. S tem dosežemo večji litični spekter gostiteljskih bakterij. 
V večini raziskanih primerov na zelo čistih pripravkih spreminjanje koncentracije fagov 
nima nobenega učinka na intenzivnost stranskih učinkov fagne terapije. Bakteriofagi, ki 
jih po uporabi zavržemo kot odpadek, imajo v nasprotju z antibiotiki zelo majhen vpliv 
na bakterije v okolju. Po drugi strani vpliv okolja pred potencialno uporabo bakteriofagov 
ni zanemarljiv, saj se fagi, ki niso odporni na različne okoljske dejavnike, kot so sončna 
svetloba in temperaturni ekstremi, hitro deaktivirajo. Fagi so naravne komponente in so 
a priori prisotni povsod okrog nas, tako da njihova povečana raba v nasprotju z antibiotiki 
ne bi smela dodatno porušiti naravnega ravnovesja in nenadzorovano poseči v okolje. 
Pridobivanje fagov vključuje gojenje gostiteljskih bakterijskih celic in čiščenje fagov ter 
velja za relativno ugoden proces. Stroški namnoževanja faze so odvisni od bakterijske 
vrste, med tem ko se stroški čiščenja z razvojem novih tehnologij znižujejo. Na splošno 
so stroški pridobivanja fagov primerljivi s stroški proizvodnje antibiotikov. Dodatna 
prednost je v tem, da stroški izolacije fagov niso visoki [15]. 
1.1.5 Naraščanje antibiotske odpornosti 
Število neozdravljivih bakterijskih okužb s smrtnim izidom narašča vsakodnevno tudi v 
razvitem svetu. Bakterije postajajo vse bolj odporne, kar spremlja tudi prekomerna in 
nenadzorovana uporaba antibiotikov v klinični praksi iz dostikrat neutemeljenih razlogov. 
Naloga antibiotikov je, da ciljajo in inhibirajo sintezo celične stene, kar vodi do lize 
bakterije [18]. 
Bakterije so kot odgovor na to razvile različne mehanizme, ki motijo oziroma 
preprečujejo normalno delovanje antibiotikov. Mednje spadajo inaktivacija antibiotikov 
z encimi, ovirana vezava antibiotikov z encimsko usmerjeno modifikacijo receptorjev ali 
kot posledica mutacij, odstranjevanje antibiotikov z membranskimi črpalkami (omejena 
prepustnost celične stene) ter »bypass« metabolnih poti. Pojav mutacij spremljamo z 
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genetskimi analizami [18],[9]. Izvor antibiotske rezistence in pojav odpornih genov 
pripisujemo mehanizmu horizontalnega prenosa genov ter spontanim mutacijam 
antibiotikov [9]. Zaradi množične uporabe antibiotikov je prisotnost genov, ki so odporni 
na običajne antibiotike (β-laktami, aminoglikozidi, tetraciklini, kloramfenikoli), vse 
večja, kar ogroža zdravljenje v primeru pogostih obolenj [1].  
Antibiotska rezistenca je močno odvisna od anatomije bakterijske celice. Gram negativne 
bakterije imajo poleg celične stene še zunanjo membrano, v kateri se nahajajo porini, 
skozi katere antibiotiki difundirajo v bakterijsko celico. Zaradi slabše prepustnosti 
zunanje membrane in z zmanjšanjem števila porinov antibiotikom preprečujemo vstop in 
lizo bakterijske celice. Na vstop antibiotikov lahko vplivajo tudi membranske proteinske 
črpalke, ki delujejo kot obramba in onemogočijo prodor do tarčnega mesta na tak način, 
da z enako hitrostjo kot antibiotiki vstopajo, istočasno izločajo le-te iz celice. Na tak način 
vzdržujejo njihove nizke koncentracije znotraj celice [9]. 
Na način, da razumemo mehanizme, po katerih poteka antibiotsko zdravljenje in 
posledično tudi razvoj odpornosti na antibiotike, lahko razvijamo in modificiramo fage 
in njihovo uporabo ter tako zadostimo potrebam v dobi, ko se učinek antibiotskega 
zdravljenja vse bolj zmanjšuje. 
Primerjava bakteriofagov z antibiotiki 
Bakteriofagi so najbolj razširjeni organizmi na  planetu, saj jih je več kot 1031 [4], zato so 
preprosto dostopni povsod okrog nas. So naravni sovražniki bakterij. V nasprotju z njimi  
so antibiotiki sintetični ali semi-sintetični. Pomnožujejo se naravno in so ekološko čisti 
in varni (neškodljivi za ljudi, živali in rastline). Priprava fagov je enostavna in dobro 
ponovljiva. V literaturi navajajo, da kontraindikacij v primeru uporabe fagnih pripravkov 
niso zasledili. Antibiotiki lahko delujejo v sinergiji eni z drugimi, kar pomeni, da tako 
dosežejo večji učinek zdravljenja pri nižjih uporabljenih koncentracijah. Zmožnost fagov, 
da se pomnožujejo le v prisotnosti gostiteljskih bakterijskih celic in povzročijo lizo le 
redkih specifičnih sevov bakterij znotraj posamezne vrste, predstavlja prednost njihove 
samoregulacije. Odmerek antibiotikov, ki ga posameznik zaužije, se zmanjšuje s časom, 
kar je naraven način čiščenja in odstranjevanja antibiotikov iz telesa. Večina fagov je 
specifičnih za točno določen sev ali vrsto bakterije, zato je nabor gostiteljskih vrst, ki jih 
fagi okužijo, veliko manjši. Prednost tega je, da ne posežejo v telesno mikrofloro. V 
nasprotju s tem zelo nespecifični antibiotiki, ki ciljajo širši spekter gostiteljev, odstranijo 
vse bakterijske vrste v telesu, ne glede na to, ali so patogene ali ne. Med večletno uporabo 
fagov v terapevtiki niso zasledili nobenih stranskih učinkov. Prav tako bakteriofagi 
večinoma nimajo vpliva na mikrofloro, medtem ko so antibiotiki s širšim spektrom 
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učinkovitosti in uporabnosti, nagnjeni k superinfekciji, kot na primer Clostridium difficile 
psevdomembranozni kolitis in Candida albicans glivična okužba. Množična in pogosta 
uporaba antibiotikov lahko z različnimi stranskimi učinki vpliva na človeško telo. Kljub 
temu se je le majhen del poznanih bakteriofagov izkazal kot primeren in učinkovit za 
uporabo v terapevtske namene, zato je posledično dostopnost ustreznih in primernih 
fagov veliko slabša v primerjavi z antibiotiki [11], [15]. 
1.1.6 Fagna terapija 
Veliko je aspektov, na katere moramo biti pozorni, da bi dosegli utemeljeno in primerno 
uporabo fagov. Prvi takšen in nedvomno najpomembnejši je, da odkrijemo, katera 
bakterijska vrsta je povzročitelj infekcije. Infektivni agens mora biti identificiran in 
preizkušen in vitro pred uporabo in začetkom zdravljenja. Najprej ga moramo primerjati 
s fagno knjižnico, da bi lahko izbrali najbolj učinkovit fag za določeno terapevtsko 
aplikacijo. Druga zahteva je, da imamo na voljo set dobro okarakteriziranih fagov, ki 
zajemajo in ciljajo širši spekter bakterijskih patogenov. Pri izbiri komponent za t.i. fagne 
koktejle v terapevtske namene je ključnega pomena, da so med propagacijo gostiteljske 
bakterije zmožni striktno litičnega infektivnega cikla. Zagotoviti moramo, da se med 
transdukcijo ali lizo vmes ne priključijo neželeni virulentni geni. Najbolje je, če fagno 
DNA sekvenciramo in s tem zagotovimo, da ni prisotnih toksičnih genov ter kakršnihkoli 
izvorov patogenosti oziroma genov, ki se med drugim kažejo kot integracija DNA v 
bakterijski genom. Opažena odpornost bakterij v primeru bakteriofagov je bistveno nižja 
(10-7-10-8/celico) kot v primeru antibiotikov (pogostost mutacije za specifičen gen je ~10-
5/celico). Ne glede na to pa je prisotnost na fage odpornih mutantov v nekaterih primerih 
vendarle neizogibna. Preventivno lahko ustrezno načrtujemo sestavo fagnih koktejlov. 
Fagni receptorji na površini celične stene so zelo specifični za različne fage, zato je 
mutacija bakterij v smislu, da bi postale odporne na več različnih fagov, tako rekoč 
onemogočena [10], [13], [19]. 
V primeru in vivo lahko pride do zmanjšanja koncentracije faga zaradi interakcij z 
gostiteljskimi protitelesi ali drugih mehanizmov čiščenja, kar lahko posledično zahteva 
večkratno odmerjanje fagov ali podaljšano sproščanje le-teh. Pomemben je tudi vpliv 
formulacije oziroma pakiranja faga na učinkovitost izvedbe fagne terapije. Znotraj 
fagnega koktejla lahko vsak fag zahteva drugačno formulacijo, da se ohrani dovolj visok 
infektivni odmerek. Pomemben dejavnik za formulacijo in inkapsuliranje fagov je rok 
uporabe in način shranjevanja faga, da lahko skladno s tem zagotovimo ponovljive doze. 
Drugi dejavniki pa so tudi inkapsulacija v mikro- in nanodelce (kot na primer liposomi) 
za učinkovito dostavo in inkapsulacijo v sisteme, ki se odzivajo na dražljaje in sprožijo 
Nina Kuzmić, Spreminjanje produktivnosti pridobivanja bakteriofagov v kontinuirnem sistemu. Magistrsko 




nadzorovano in trajno sproščanje na ciljnem mestu okužbe. Lahko se uporabljajo tudi 
inkapsulirani fagi, s čimer podaljšamo čas kroženja faga v primeru zdravljenja sistemskih 
okužb, profilaktičnih zdravljenj in zdravljenja intracelularnih okužb. Načina stabilizacije 
in shranjevanja fagov v mikro in nano sistemih sta liofilizacija in shranjevanje v emulziji 
[17]. 
Učinkovita fagna terapija temelji na interakciji med fagom in bakterijo, kar se odraža v 
adsorpciji faga na gostiteljsko bakterijsko celico po injiciranju fagne DNA. Vzrok za 
slabšo virulentnost fagov je v slabši adsorpciji, manjši zmožnosti izogibanja bakterijskim 
odzivom, slabših pomnoževalnih karakteristikah [17]. 
Fagi, ki se uporabljajo v terapevtske namene, morajo biti virulentni (litični), stabilni v 
različnih pogojih skladiščenja in temperaturah, popolnoma sekvencirani ter brez toksinov 
in neželenih genov. Prav tako pa naj ne bi vplivali negativno na okolje, kjer jih apliciramo. 
Čeprav ni navedenih veliko primerov, je še vedno nujno, da uporabimo pri fagni terapiji 
zgolj visoko očiščene fagne pripravke in tako preprečimo anafilaktične odzive na 
bakterijske komponente. Tak primer so endotoksini, ki so prisotni v neobdelanih fagnih 
lizatih. Poleg tega lahko fagi izločijo bakterijske komponente med napadom na bakterijo 
in situ. Temperatni fagi so problematični in niso primerni za uporabo zaradi dveh 
različnih vzrokov. Po eni strani lahko razvijejo odpornost v primeru superinfekcije, kar 
pomeni, da prej občutljive bakterije postanejo neobčutljive na fage. Poleg tega pa 
vsebujejo bakterijske virulentne faktorje in toksine [15]. Bakteriofagi za rabo v 
terapevtiki morajo imeti dobro primarno farmakodinamiko (antibakterijsko virulentnost), 
minimalno sekundarno farmakodinamiko oziroma čim manjši potencial za povzročitev 
neželenih vplivov na pacientih ter dobro farmakokinetiko (dosežejo tarčno želeno 
bakterijo in situ). Veliko zaključenih študij v fazi I in fazi II kaže na to, da je uporaba 
fagne terapije varna. Uporabljali so suspenzije fagov brez formulacije in niso posvečali 
toliko pozornosti sami stabilnosti fagov. Česar pa seveda ne gre spregledati, saj imajo 
fagi omejeno stabilnost v raztopini in lahko zelo hitro pride do padca fagnega titra med 
delom in skladiščenjem. To je še posebej pomembno v primeru končne rabe v 
farmacevtske namene, kjer se zahteva natančna doza in brezhibno definirana 
farmakokinetika in farmakodinamika. Študije na živalih so pokazale, da je v primeru 
učinkovite fagne terapije zelo pomembna raznolikost fagov (fagni koktejl) in doza, ki se 
aplicira na mesto infekcije [17]. Fagi se lahko uporabljajo tudi kot potencialni terapevtski 
dostavljalci genov in zdravil. Z zmožnostjo ekspresije tujih proteinov na površini faga 
lahko tarčno ciljajo specifične celice, kar je predpogoj za učinkovito gensko terapijo [13]. 
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1.1.7 Fagni prikaz proteinov na površini 
Je novejša metoda na molekularnem nivoju, ki se uporablja za sintezo polipeptidov. DNA 
iz polipeptida je obdana s plaščem proteinov in genov faga (želeni protein je izražen na 
površini). »Screening« in izolacija peptidov, ki so zelo specifični in imajo afiniteto do 
tarčnih proteinov, je ena izmed prednosti te metode, ki jo lahko uporabimo za dizajn 
zdravil in molekularno zaznavanje. Ta metoda se uporablja tudi za detekcijo patogenov 
in agensov, ki jih lahko uporabimo kot potencialna sredstva za zaščito okolja ter detekcijo 
inhibitorne interakcije med receptorjem in ligandom terapevtskega agensa. Med 
najpomembnejše aplikacije fagnega prikaza proteinov na površini pa spada zdravljenje 
odvisnosti od kokaina. Aplicira se v nosu, od koder fagi potujejo do centralnega živčnega 
sistema, kjer se izpostavljena protitelesa vežejo na molekulo kokaina in zavrejo njegovo 
aktivnost in učinek na možgane. Posebno pozornost moramo nameniti bakteriofagnim 
protitelesom, ki predstavljajo popolnoma drugačen koncept v terapevtiki in dizajnu 
zdravil [13]. 
1.1.8 Uporaba bakteriofagov za dostavo cepiv 
Tovrstni bakteriofagi imajo lahko na površini izražene antigene cepiva ali pa so, tako kot 
v primeru DNA cepiv, sekvence, ki so nujne za sintezo antigenov cepiva, vgrajene v fagni 
genom. To omogoča fagu, da lahko prenaša DNA cepivo. Fagi so naravni 
imunostimulatorji. Antigeni, ki so prisotni na proteinskem plašču, so primerni in 
predhodno konjugirani z naravno supresivno aktivnostjo. Posledično ne potrebujejo 
ločenega čiščenja in zaporedne konjugacije na nosilni protein pred imunizacijo. Fage 
lahko uporabljamo tudi kot učinkovito sredstvo za dostavo DNA cepiv namesto običajne 
plazmidne DNA vakcinacije. Nov izziv na tem področju predstavljajo t.i. hibridni fagi, ki 
vsebujejo tako DNA cepiva v notranjosti kot tudi izražene antigene na površini faga. 
Takšno cepivo bi učinkovito delovalo na nivoju obeh, tako humoralne kot celične 
imunosti. Možne so tudi dodatne modifikacije na površini faga, npr. cepiva z 
vgrajevanjem specifičnih proteinskih sekvenc za tarčno ciljanje točno določenih 
imunskih celic [13]. 
1.1.9 Razkroj biofilmov 
Bakteriofage lahko uporabimo tudi v primeru biofilmov, saj prodrejo skozi biofilm tako, 
da lizirajo plast bakterij eno za drugo. Največjo težavo za antibiotike in biocide 
predstavljajo biofilmi, ki se zelo pogosto razvijejo kot prilagoditev v obliki kolonizacije 
bakterij v gostiteljskem organizmu in okolju. Po preprosti definiciji je biofilm skupek 
celic evkariontske ali prokariontske narave, ki jih obkroža matriks ekstracelularnih 
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polimernih substanc. Značilnost biofilmov je prisotnost metabolno neaktivnih parazitskih 
celic, ki so izjemno odporne na antibiotike. V nasprotju s tem je visoka koncentracija 
bakterij znotraj biofilma ravno primerna za bakteriofage, saj jim tako omogoča hitro in 
učinkovito infekcijo gostiteljskih bakterij in posledično kopičenje fagov. Odpornost 
bakterij v biofilmih je v primerjavi z odpornostjo prostoživečih planktoničnih bakterij do 
1000-krat višja. S fagi induciran razkroj biofilma poteka tako, da sprva pride do uničenja 
celic, ki proizvajajo matriks biofilma. Fagi se pomnožujejo znotraj gostiteljske celice in 
se za tem lokalno sprostijo in raznesejo po biofilmu. Z izločanjem depolimerizacijskih 
encimov, ki razgrajujejo ekstracelularni matriks znotraj bakterijskega genoma, 
odstranjujejo biofilm in zmanjšujejo možnost njegove regeneracije. Kljub temu da se fagi 
ne morejo pomnoževati znotraj neaktivnih celic in jih lizirati, se tam zadržijo toliko časa, 
da aktivirajo trdovratne celice, ki se nahajajo v dormantnem stanju, zaradi česar le-te 
postanejo metabolno aktivne. Sproži se produktivna litična infekcija, ki povzroči lizo 
celic. Kolifag T4 je sposoben učinkovite razgradnje biofilma kljub odstotnosti 
polisaharidnih depolimeraz, saj ima restrikcijske proteine izražene na repu [8]. Pojav 
tvorbe biofilmov na medicinskih napravah zaradi močno rezistentne bakterije 
Pseudomonas aeruginosa so zasledili v študiji Nouraldin s sod., kjer poročajo o 
odstranjevanju le-teh z bakteriofagi [20]. 
1.1.10 Bakteriofagi v kmetijstvu in živilski industriji 
Bakteriofagi so naravni plenilci škodljivcev, ki okužijo rastline, glive in njihove produkte. 
Zato služijo kot učinkovito sredstvo v bionadzoru rastlinskih škodljivcev, kot je bilo že 
dokazano z uporabo v več različnih primerih okužb: z Xanthomonas pruni na breskvah, 
zelju in papriki, z Ralstonia solanacearum na tobaku ter z Xanthomonas campestris na 
paradižniku. Bakteriofagi lahko učinkovito delujejo tudi v primeru nalaganja biomase 
(»foulinga«) na kondenzatorskih ceveh v termoelektrarnah. V bioprocesih proizvodnje 
hrane se uporabljajo za zmanjševanje količine nakopičenih bakterij v manj procesirani 
hrani in s tem posledično ohranjajo boljši okus in teksturo živila. To je posebno 
pomembno v primeru sadja in zelenjave, ki jih običajno zaužijemo brez predhodne 
toplotne obdelave. Lahko dosežemo tudi zmanjšanje rasti Salmonella in Campylobacter 
na koži piščanca, Salmonella enteridis na siru ter Listeria monocytogenes na mesu in 
sveže narezanem sadju [12],[13]. V praksi se že uporabljajo komercialni produkti 
AgriPhageTM  v primeru okužb na rastlinah, LISTEXTM in ListShieldTM za preprečevanje 
rasti Listerie monocytogenes, EcoShieldTM za preprečevanje kontaminacije z E.coli, 
nadzor nad Salmonello  s SALMONELEXTM in BacWashTM [21]. 
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1.1.11 Genski inženiring in modifikacija fagov 
Bakterije lahko razvijejo prilagoditvene obrambne mehanizme in tako preprečijo okužbo 
faga. To lahko odpravimo z razvojem gensko spremenjenih fagov, kar vključuje 
sekvenciranje fagnih genomov in fagnih knjižnic, podroben študij biologije in 
morfologije faga ter preučevanje interakcij med fagom in bakterijo.  
Poznamo različne metode genskega inženiringa sintetičnih fagov, kot naprimer CRISPR-
Cas genski inženiring, rekonstrukcija fagnega genoma in vitro, sinteza fagnega genoma 
iz sintetičnih oligonukleotidov, sinteza fagnega genoma s kvasovkami Saccharomyces 
cerevisiae. Med njimi najpogosteje uporabljeni pa sta homologna rekombinacija in 
gensko sekvenciranje faga. Pri homologni rekombinaciji gre za vgradnjo tujih genov v 
genom faga in se pojavlja naravno. Pri genskem sekvenciranju fagov gre za vključitev 
določenega gena, ki je obdan s homolognima regijama, v genom faga. Najprej pride do 
kloniranja v replikativni plazmid, nato pa homologne regije določijo mesto, kjer se bo tuji 
gen vgradil. Bakterija vsebuje donorski plazmid, ki ga fag okuži z namenom modifikacije. 
Homologna rekombinacija se zgodi med plazmidom in fagnim genomom, kar omogoča 
vgraditev heterolognega gena v genom in celotno strukturo faga. Z omenjenimi metodami 
genskega inženiringa fagov modificiramo fag ter zmanjšamo njegovo infektivnost, 
preden ga vstavimo v bakterijsko celico [22], [23]. 
1.2 Bakterija E.coli 
 
V našem primeru smo uporabljali bakterijo E.coli K-12 MG1655, ki je fakultativna 
anaerobna bakterija, ki se nahaja v  črevesju človeka in predstavlja 1 % vseh črevesnih 
bakterij [6]. Uvrščamo jo med gramnegativne paličaste enterobakterije iz družine 
Enterobacteriaceae [24]. Genom E.coli po velikosti obsega 4,7 Mbp in kodira 4288 
genov. Njena morfološka posebnost so bički, ki ji omogočajo gibanje. E.coli je 
fakultativni anaerob, zato za svojo optimalno rast pri 37 °C in pH 7 ne potrebuje kisika 
[6], [16]. E.coli je tipičen primer oportunističnega patogena, ki je v svojem normalnem 
habitatu, tj. gastrointestinalnem traktu, neškodljiva. Če zaide v druge dele telesa, pa lahko 
povzroči različne okužbe. Enteropatogeni sevi E.coli izločajo enterotoksine, ki so 
povzročitelji diareje. E.coli velja za dober gostiteljski organizem, saj sintetizira vitamine 
skupine K in B, folno kislino ter t.i. proteine bakteriocine, ki inhibirajo rast drugih bakterij 
iste ali podobnih vrst npr. Salmonella ali Shigella [24]. Uporablja se za molekulsko 
kloniranje in proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Njen pomnožitveni cikel je zelo 
hiter in se zaključi v 20 minutah, zato je odličen organizem za študij evolucije [16]. 
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1.2.1 Gojenje bakterij 
Šaržno gojenje bakterij spremljamo z rastno krivuljo bakterijske kulture, ki je prikazana 
na sliki 1. Gre za inkubacijo bakterij v zaprtem reaktorju, ki ga na začetku napolnimo, 
nato pa med procesom ne dovajamo hranil ter ne odvajamo bakterij in drugih metabolnih 
produktov. Koncentracija hranil se tako s časom zmanjšuje, koncentracija produktov pa 
narašča. Bakterije se znotraj pomnožujejo z binarno delitvijo. Če zagotovimo optimalne 
pogoje rasti, se bakterijske celice pomnožujejo v konstantnem generacijskem času in 
rezultat tega je eksponentna rast bakterij.  
Slika 1:Eksponentna rast bakterij med šaržnim gojenjem (prilagojeno po [6]) 
Rast bakterij poteka v 4 fazah: prilagoditvena faza, eksponentna faza, stacionarna faza ter 
faza odmiranja. Med prilagoditveno fazo bakterija ne raste, a ostaja metabolno aktivna in 
popravlja makromolekularne poškodbe, ki nastanejo kot odziv na spremembe v okolju, 
ko prenesemo bakterije iz delovne banke v novo gojišče.  Sledi eksponentna (log) faza, 
med katero se bakterije pomnožujejo s konstantno hitrostjo, zato so kemijske in fiziološke 
lastnosti znotraj populacije podobne. Rast bakterij v eksponentni fazi je močno odvisna 
od pogojev rasti, sestave gojišča in koncentracije limitnega substrata. V stacionarni fazi 
bakterijska kultura ne raste, zato koncentracija bakterijskih viabilnih celic po dosegu 
maksimalne koncentracije ostane konstantna. Zadnja faza bakterijske rasti je faza 
odmiranja, ko zaradi pomanjkanja hranil in posledičnega stradanja koncentracija 
viabilnih bakterijskih celic strmo pada [6], [16]. 
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Kinetiko šaržnega gojenja bakterij opišemo z Monodovo enačbo (1). Specifična hitrost 
rasti bakterij µ je močno odvisna od koncentracije limitirajočega substrata. µmax je 
maksimalna hitrost rasti, ki jo dosežemo pri nasičenju s substratom. S je koncentracija 
substrata, Ks pa konstanta nasičenja, ki je enaka koncentraciji substrata, pri kateri je 
hitrost rasti enaka polovični vrednosti µmax. V primeru, ko je substrat v presežku in velja 
𝐾𝑠 ≪ 𝑆, je 𝜇 = 𝜇𝑚𝑎𝑥. 
𝜇 = 𝜇𝑚𝑎𝑥  ∙
𝑆
𝑆+𝐾𝑠
    (1) 
1.3 Bakteriofag T4 
 
Bakteriofag T4  je miovirus s krčljivim repom (red Caudovirales, družina Myoviridae) in 
spada med klasične colifage [5]. Bakteriofag T4 je virulenten fag T-tipa, ki se razmnožuje 
v prisotnosti bakterijske celice E.coli. Po velikosti je eden izmed največjih fagov, ki meri 
200 nm v dolžino in 90 nm v širino [3]. Prav tako je eden izmed najbolj pogosto najdenih 
bakteriofagov v naravi. Študije na bakteriofagu T4 so bile ključne za razvoj molekularne 
biologije. Bakteriofag T4 je eden izmed prvih prokariontskih organizmov, ki omogoča 
spajanje genov v prisotnosti intronov v genomu. T4 genom je linearna dvoverižna dsDNA 
in obsega 169 kbp. V primerjavi z bakterijskim genomom E. coli (4700 kbp DNA), fagom 
λ (48,5 kbp DNA) in človeško celico (3200000 kbp DNA), lahko opazimo, da je genom 
faga T4 resda večji od drugih fagov, a še vedno veliko manjši od genoma E.coli ali 
človeške celice. Uporaba fagov T4 v terapevtske namene se najpogosteje navaja kot 
uspešen način zdravljenja diareje povzročene s strani E.coli [3]. 
1.3.1 Morfološke značilnosti in zgradba bakteriofaga T4 
Za bakteriofag T4 je značilna zelo kompleksna morfološka struktura. Spada med 
bakteriofage brez ovojnice [7]. Bakteriofag T4 je tipičen predstavnik družine Myoviridae 
in je zgrajen iz glave, ki vsebuje genom obdan s podaljšano ikozaedrično kapsido iz več 
različnih proteinskih podenot, dolgega kontraktilnega (krčljivega) repa, bazne plošče ter 
dolgih in kratkih repnih vlaken, kot je prikazano na sliki 2 [3]. Njegov genom je 
dvoverižna linearna DNA, ki je kar triindvajsetkrat manjši od genoma gostiteljske 
bakterije E.coli [25]. Posebnost bakteriofaga T4 je značilen pojav cirkularne permutacije, 
ko imajo lahko enaki virusi znotraj populacije enak set genov razporejen v drugačnem 
vrstnem redu v genomu. Druga posebnost bakteriofagnega genoma T4 je prisotnost baze 
5-hidroksimetil-citozina, ki bakterijskim restrikcijskim encimom onemogoča 
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prepoznavanje faga in ga z glikozilacijo zaščiti, vse dokler se ne spakira v kapsido med 
pomnožitvenim procesom faga [6]. 
 
Slika 2: Zgradba bakteriofaga T4 [5] 
1.3.2 Življenjski cikel bakteriofaga T4 
Bakteriofag T4 je virulenten in ima obligativno litični življenjski cikel, ki obsega pet 
stopenj: adsorpcija, vstop fagne DNA, sinteza fagnega genoma in proteinov, sestavljanje 
posameznih fagnih komponent ali zorenje fagov ter celična liza z izpustom novonastalih 
fagov. Prav s pomočjo bazne plošče, dolgih in kratkih repnih vlaken, se fag veže na 
lipopolisaharidni receptor na površini bakterije E.coli. Plašč fagnega repa se skrči in izloči 
notranjo repno cev v celico. Repni encim endolizin začne razgrajevati peptidoglikanske 
plasti in tako prodira do notranje membrane E.coli. Transmembranski elektrokemijski 
potencial je potreben za prenos T4 DNA v citoplazmo. Prazna kapsida faga pa ostane 
zunaj celice. Fag deaktivira bakterijsko celico, bakterijska RNA polimeraza preneha 
prepoznavati bakterijske promotorje in začne uporabljati fagne promotorje za izražanje 
T4 genov, čemur sledi razgradnja bakterijskega genoma in ponovna uporaba za sintezo 
fagne DNA [3], [6]. 
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Adsorpcija faga T4 na bakterijsko celico E.coli 
Zelo pomembna stopnja bakteriofagnega življenjskega cikla je adsorpcija. Do uspešne 
adsorpcije faga na gostiteljsko bakterijsko celico pride le v primeru ustrezne specifičnosti 
faga. Adsorpcija je kemijska interakcija, med katero se vzpostavijo šibke interakcije med  
proteini, ki so prisotni na zunanji površini faga, in specifičnimi receptorji bakterijske 
celice. Receptorji v lipopolisaharidni zunanji membrani gramnegativne bakterije E.coli, 
ki so po strukturi ogljikovi hidrati, so nujno potrebni za uspešno adsorpcijo in infekcijo 
bakterijske celice. Izvajajo normalne celične funkcije, zato v primeru, ko pride do 
modifikacije receptorja zaradi mutacije, lahko gostiteljska celica postane odporna na 
fagno okužbo. Rang gostiteljskih bakterijskih celic določajo specifični receptorji, ki jih 
bakteriofagi lahko zaznajo in se vežejo nanje [6], [24]. 
Vstop faga T4 v bakterijsko celico E.coli 
Zaradi modifikacij bakteriofaga in bakterijske celice, ki jih povzroči adsorpcija, lahko fag 
vstopi v celico. Med procesom penetracije se plašč repa bakteriofaga skrči in repna cev 
prodre skozi celično steno. Da lahko do tega pride, se morata na koncu repne cevi sprostiti 
encima endolizin in holin, ki razbijeta in razgrajujeta bakterijsko celično steno. Ko konec 
repne cevi doseže notranjo membrano, pride do vstavitve DNA iz glave bakteriofaga 
skozi notranjo cev, preko membrane v citoplazmo. Bakteriofag svojo kapsido pusti zunaj 
in v notranjost bakterijske celice sprosti le svoj genom [6], [24]. 
Sinteza T4 fagnega genoma in proteinov 
Po tem, ko bakteriofagni genom pride v stik s citoplazmo gostiteljske celice, znotraj pride 
do pomnoževanja tega genoma le v primeru, ko v bakterijsko celico vstopijo tudi potrebni 
specifični fagni proteini. Sinteza proteinov gostiteljske bakterijske celice je zaustavljena 
zaradi s fagom pogojene razgradnje gostiteljske DNA. Za tem nastopi biosinteza 
bakteriofagne DNA in proteinov. Sprva fag uporablja bakterijske nukleotide in njihove 
encime za sintezo kopij fagne DNA. Infekciji sledi prepisovanje mRNA iz fagne DNA za 
biosintezo fagnih encimov in kapsidnih proteinov. Ribosomi, encimi in aminokisline 
gostiteljske bakterijske celice se uporabljajo pri translaciji fagne DNA, ki ji sledi sinteza 
novih fagov. Nekaj minut po infekciji lahko zaznamo le posamične fagne komponente, 
DNA in proteine. To fazo, ko sestavljeni novonastali fagi še niso prisotni, imenujemo 
eklipsna faza [6], [24]. 
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Sestavljanje posameznih fagnih komponent ali zorenje fagov  
Med procesom zorenja bakteriofaga pride do združitve novonastale fagne DNA in kapsid 
v popoln bakteriofag. Do združenja posameznih fagnih komponent pride spontano, kar 
odpravi potrebo po nestrukturnih genih in genskih produktih. Proces sestavljanja 
komponent oziroma pakiranja obsega tri različne korake: najprej se sestavijo prekurzorji 
glave bakteriofaga ali t.i. prokapside, ki vsebujejo začasne gradbene proteine. Nato se 
sestavi t.i. pakirni motor, ki se pritrdi na vhodu v prokapsido.  Zadnji korak  je vstavitev 
dvoverižnega linearnega T4 DNA genoma. Glave in repi fagov se tvorijo ločeno iz 
proteinskih podenot, pri čemer je v predhodno sestavljeno kapsido novega faga »prisilno« 
vstavljena DNA, še preden pride do njene združitve z repom. Proces vstavitve 
novonastale fagne DNA v nove kapside fagov je pogojen z metabolizmom gostiteljske 
bakterijske celice ter sintezo proteinov in energije (ATP), ki se pri tem porabi. V 25 
minutah pride do popolne kulminacije pomnoževalnega procesa in sprostijo se novi fagi 
iz lizirane celice [6], [24]. 
Bakterijska liza in sprostitev novonastalih bakteriofagov 
Zadnja faza bakteriofagnega življenjskega cikla je sprostitev novonastalih bakteriofagov 
iz gostiteljske bakterijske celice, kar drugače imenujemo bakterijska liza. Notranja 
membrana se razpre oziroma lizira. Fagni gen kodira sintezo lizocima, ki povzroči 
razgradnjo bakterijske celične stene in tako se sprostijo novonastali fagi, ki lahko v svoji 
okolici inficirajo nove bakterijske celice. S tem se podvojitveni cikel bakteriofaga ponovi 
[6], [24]. 
1.3.3 Infekcija bakterije z bakteriofagom in bakteriofagni rastni parametri 
Ob lizi celice, ki je bila okužena z bakteriofagi, se sprostijo novi fagi, ki lahko prosto 
difundirajo po mediju. Različni faktorji, kot na primer gostota bakterije, difuzijska hitrost 
bakteriofaga ter hitrost adsorpcije bakteriofaga na površino bakterijske celice, vplivajo na 
to, kako dolgo se na novo sintetizirani fagi prosto gibljejo [6], [24].  
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Slika 3:Infektivni cikel bakteriofaga z rastnimi parametri [7] 
Vsak uspešno zaključen infektivni cikel, ki je prikazan na sliki 3, vodi v porast števila 
bakteriofagov v gojišču po določenem času. To lahko spremljamo s populacijsko hitrostjo 
rasti (λ) ali s t.i. fitnesom bakteriofaga, ki ga opredeljujejo trije rastni parametri: brstno 
število (b), latentna perioda (L) in konstanta adsorpcije (δ). Fitnes bakteriofaga (λ) 
opišemo s sledečo enačbo (2):  
𝜆 =  𝛿 ∙ 𝐶(𝑏 ∙ 𝑒−𝐿𝜆 − 1)   (2) 
Enačba velja le v idealnih sistemih, kjer je ena celica okužena z enim fagom in ne pride 
do superinfekcije ali lize celice. Predstavlja pomembno zvezo med vsemi rastnimi 
parametri in omogoča dokaj zanesljivo oceno dovzetnosti bakteriofaga za okužbo. 
Brstno število (b) je povprečno število fagov, ki se ob celični lizi sprostijo iz ene 
bakterijske celice. Odvisno je od sistema bakteriofag − bakterija, fiziološkega stanja 
bakterije in lahko za različne bakteriofage v prisotnosti enake bakterije variira od 10 do 
1000/celico. Brstno število doseže maksimum, ko pride do lize vseh prisotnih bakterijskih 
celic. Z enačbo (3) za izračun brstnega števila so v predhodno opravljenem 
eksperimentalnem delu, kjer so preučevali vpliv hitrosti redčenja v mešalnem 
bioreaktorju na vrednost brstnega števila [26],[27], najbolje opisali trend linearne 
odvisnosti brstnega števila ob naraščanju hitrosti redčenja (eksperimentalno pridobljena 
vrednost k = 89,532 PFU celica-1 h).  
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𝑏 = 𝑘 ∙ 𝐷𝐶     (3) 
Slika 4: Koncentracija bakteriofaga med različnimi fazami življenjskega cikla v povezavi z rastnimi 
parametri (prirejeno po [7]) 
Latentna perioda (L) je čas med adsorpcijo bakteriofaga na površino bakterijske celice in 
sprostitvijo novega faga iz bakterije. Latentna perioda je močno odvisna od koncentracije 
bakterijskih celic. Vrednosti latentnih period za različne bakteriofage, ki se pomnožujejo 
na enakem sevu bakterij, se običajno gibljejo v območju od 10 min do 70 min. Število 
fagov, ki se bodo sintetizirali, je odvisno od dolžine latentne periode. Daljša kot je, več 
bakteriofagov bo nastalo, kar posledično zviša tudi brstno število. Zaradi medsebojne 
odvisnosti se brstno število in latentna perioda spreminjata med vzpostavitvijo sistema. 
Do trenutka, ko nastopi liza, število fagov s časom narašča linearno. Latentna perioda, ki 
je sestavljena iz dveh faz, se začne z eklipsno fazo, med katero poteka sinteza sestavnih 
delov bakteriofaga, a vendarle ne pride do združevanja le-teh. Za tem se fagi akumulirajo 
znotraj bakterijskih celic in njihovo število narašča, vse dokler ne pride do celične lize in 
posledične sprostitve fagov, kar se odraža v višjem porastu v koncentraciji prostih fagov 
in je razvidno s slike 4. Latentna perioda se spreminja zaradi prilagoditve bakteriofagov 
na okolje. Abedon s sod. je v svoji študiji pokazal, da se optimalna latentna perioda 
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podaljšuje pri nizki hitrosti rasti bakterij. Iz tega lahko sklepamo, da se s spreminjanjem 
okoljskih dejavnikov spreminja tudi dolžina latentne periode [28]. Z enačbo (4) za izračun 
konstante latentne periode so v [26], [27], kjer so preučevali vpliv hitrosti redčenja v 
mešalnem bioreaktorju »C« na konstanto latentne periode, najbolj ustrezno opisali trend 
zmanjševanja latentne periode ob naraščanju hitrosti redčenja (eksperimentalno 
pridobljeni vrednosti: Lmin = 25,5 min, Klat = 0,145 h-1). Predstavlja recipročno enačbo 
Michaelis-Mentenove [29]. 





     (4) 
Adsorpcija poteka v dveh korakih, reverzibilno in ireverzibilno. Pri reverzibilni vezavi 
gre za fizikalno adsorpcijo bakteriofaga na površino bakterije, ki se razlikuje glede na 
vrsto interakcije. Ponavadi gre za elektrostatične interakcije, ki so odvisne od površinske 
napetosti bakterije in bakteriofaga ter ionske moči medija in narave ionov. Med 
reverzibilno fazo adsorpcije fag poišče tarčni receptor za ireverzibilno vezavo preko 
receptorskih veznih struktur, ki se nahajajo na koncu repnih vlaken bakteriofaga. V 
primeru gramnegativnih bakterij (E. coli) so to lipopolisaharidne komponente, zunanji 
membranski proteini (porini, transporterji, encimi), bički in pilusi [7]. 
Med adsorpcijo se koncentracija prostih fagov zniža. Po adsorpciji sledi eklipsna faza, ki 
predstavlja čas med vstopom DNA v bakterijsko citoplazmo in končno tvorbo 
bakteriofaga. Litični fagi sprožijo ta proces s prepisovanjem  t.i. zgodnjih genov, ki takoj 
po infekciji kodirajo komponente za preusmeritev metabolizma bakterije do sinteze 
komponent bakteriofaga. Temu sledi pomnoževanje bakteriofagne DNA in sinteza 
strukturnih proteinov. Proces tvorbe novih fagov vključuje združitev prokapside in 
vstavitvijo fagne DNA. Rep se tvori neodvisno od tega in se nato priključi celotni kapsidi 
bakteriofaga, kar označuje konec t.i. eklipsne faze. Število na novo tvorjenih fagov s 
časom narašča. Kljub njihovi viabilnosti so še vedno ujeti znotraj celice. Celična liza in 
sprostitev bakteriofagov je regulirana s strani dveh različnih encimov, endolizina in 
holina. Endolizin razgradi peptidoglikanski sloj v celični steni gostiteljske celice, medtem 
ko holin tvori luknje v plazemski membrani, kar omogoča vstop faga v citoplazmo. Po 
lizi se lahko ponovno zgodi infekcija na novo sproščenih fagov. Čas med adsorpcijo 
bakteriofaga in sprostitvijo na novo sintetiziranih fagov se imenuje latentna perioda in 
število na novo sintetiziranih fagov na enoto celice imenujemo brstno število [6],[15]. 
Hitrost adsorpcije (δ) je konstanta, ki določa hitrost adsorpcije bakteriofaga na bakterijsko 
celico. Njena zgornja meja je nekje okrog 10-8 mL min-1, ki jo dosežemo ob popolni 
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infekciji. Odvisna je od vrste bakteriofaga, fiziološkega stanja bakterije, afinitete 
interakcij med bakteriofagom in bakterijo, pogojev ob spreminjanju koncentracij 
različnih soli. Ocenimo jo z enačbo (5) za izračun koncentracije bakteriofagov P po času 
t, pri čemer je P0 začetna koncentracija bakteriofagov in C koncentracija bakterij: 
𝑃 = 𝑃0  ∙ 𝑒
−𝛿𝐶𝑡    (5) 
Spremembe v adsorpcijski konstanti močno vplivajo na fitnes bakteriofaga, kar je 
razvidno iz enačbe (2). Adsorpcija faga sledi kinetiki prvega reda in njena hitrost je 
linearno proporcionalna koncentraciji bakteriofagov in bakterijskih celic. Iz tega lahko 
sklepamo, da je zelo pomembno, da med obratovanjem procesa vzdržujemo konstantno 
število bakterijskih celic in proces izvajamo kratek čas ter s tem preprečimo bakterijsko 
rast. Adsorpcijsko konstanto izmerimo tako, da ves čas spremljamo število prostih 
bakteriofagov in število okuženih bakterij. Eno ali drugo vrednost lahko določimo le tako, 
da s filtracijo ali centrifugiranjem bakterijske celice in bakteriofage ločimo na fizikalni 
ravni. Pri metodi štetja plakov je zelo pomembno, da pred redčitvami dodamo kloroform, 
s katerim deaktiviramo vse prisotne bakterijske celice in ostanejo le prosti fagi. Z 
naknadnimi redčitvami dobimo le eno celico na vzorec. Te za tem rastejo in po njihovi 
lizi lahko z metodo PFU preštejemo število novonastalih fagov. S Poissonovo enačbo 
lahko ocenimo razmerje (MOI) med neokuženimi celicami, celicami okuženimi z enim 
ali z več bakteriofagi. Vzorčenje nadaljujemo v istem časovnem razmiku do zaključka 
infekcije in vzorce nato analiziramo z metodo štetja plakov. Število preštetih fagov bi po 
pričakovanjih moralo ostati enako od začetka do konca latentne periode. Po tem, ko pride 
do lize bakterije, koncentracija prostih fagov, ki so sposobni nadaljnje infekcije, narašča 
[7]. 
Tako latentno periodo kot brstno število sočasno spremljamo s poskusom enostopenjske 
rasti. Eksperimentalno so vpliv hitrosti redčenja v mešalnem bioreaktorju »C« na 
konstanto adsorpcije, spremljali v [27], kjer so pokazali da je bila konstanta adsorpcije v 
nekem intervalu hitrosti redčenja konstantna, nato pa je naraščala proti maksimalni 
vrednosti. Trend, ki so ga opazili na podlagi eksperimentalno pridobljenih podatkov, so 
najbolje opisali z enačbo (6) in to pojasnili z analogijo Langmuirjeve adsorpcijske 
izoterme: 
δ = δmax − δ
′  ∙  
DC
Kads + DC
    (6) 
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1.3.4 Poskus enostopenjske rasti  
Najbolj pogost eksperiment za analizo infektivnega cikla bakteriofaga in oceno brstnega 
števila in latentne periode je proces enostopenjske rasti, s katerim opišemo infekcijo med 
enim bakteriofagom in eno bakterijsko celico. Prvo izvedbo eksperimenta enostopenjske 
rasti in s tem začetke modernejšega pristopa k raziskovanju bakteriofagov pripisujemo 
Maxu Delbrücku in Emoryu Ellisu in sega v leto 1939. Pri poskusu enostopenjske rasti 
velike populacije fagov lahko vse korake pomnoževanja, ki se medtem zgodijo, 
spremljamo na molekularnem nivoju [3], [6]. Bakteriofage in bakterijske celice zmešamo 
in suspenzijo nekaj časa pustimo v mirovanju, da poteče adsorpcija. S centrifugiranjem 
odstranimo proste fage iz inficiranih bakterijskih celic [21]. Adsorpcijo zaustavimo z 
redčenjem suspenzije in inkubiramo pod pogoji, ki omogočajo bakterijsko rast. S tem 
preprečimo, da bi novonastali fagi takoj prišli v stik in inficirali neokužene bakterije, ki 
se sprostijo ob predhodni bakterijski lizi. Takoj po združitvi nastopi latentna perioda, ko 
koncentracija fagov ostane konstantna. Pomnoževanje fagov poteka, a ne pride do 
sprostitve novonastalih fagov. Gre za t.i. eklipsno fazo, med katero se sintetizirajo fagna 
DNA in proteini, vendar ne pride do znotrajcelične infekcije. Z dodatkom kloroforma 
povzročimo lizo bakterij in potrdimo dejstvo, da bakterije v prvi polovici latentne periode 
ne vsebujejo zrelih fagov. Za tem poteka proces zorenja, število novonastalih fagov 
znotraj bakterijske celice se povečuje, vse dokler se ti ne sprostijo ob celični lizi, kar 
predstavlja konec latentne periode. Liza inficiranih bakterijskih celic se nadaljuje, vse 
dokler se število fagov ne ustali, kar se na rastni krivulji odraža kot plato. Zelo pomembno 
je, da zagotovimo, da so bakterijske celice okužene simultano in lahko fagi množično 
presežejo število celic. Ravno to razmerje med številom fagov in bakterij imenujemo 
množičnost okužbe, angl. »Multiplicity of infection« (MOI), ki se po Poissonovi 
porazdelitvi za nizke vrednosti odraža v nizki verjetnosti infekcije [30]. Vrednost MOI 
mora ustrezati temu, da je dovolj visok, da skrajša čas adsorpcije, in obenem dovolj nizek, 
da je večina bakterijskih celic okužena z enim samim bakteriofagom. Na tak način 
preprečimo t.i. superinfekcijo, med katero se večje število fagov veže in inficira 
bakterijsko celico, kar lahko povzroči tudi lizo le-te brez tvorbe novih bakteriofagov. Ob 
superinfekciji bakterij s fagom T4, le-ta povzroči inhibicijo lize, kar posledično podaljša 
latentno periodo ter povzroči porast brstnega števila (za približno 1000) in odloženo 
celično lizo. Povprečen izkoristek poskusa, ki se odraža v številu novonastalih 
bakteriofagov na eno bakterijsko celico, opredeljuje brstno število, ki ga izračunamo kot 
količnik med končnim in začetnim bakteriofagnim titrom. Velik vpliv na brstno število 
ima fiziološko stanje bakterijskih celic [3],[6],[14]. 
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1.4 Kontinuirna proizvodnja bakteriofagov 
1.4.1 Gojenje bakteriofagov 
Gojenje bakteriofagov tradicionalno poteka v erlenmajericah na stresalnikih ali šaržno v 
bioreaktorjih v industriji [21],[29],[31]. Poleg šaržnega obratovalnega režima se za 
gojenje vse pogosteje zaradi zahtev trga uveljavljajo tudi polkontinuirni in kontinuirni 
sistemi. V primeru šaržnega gojenja fagov lahko dosežemo visoko koncentracijo fagov, 
a je končna produktivnost kljub temu nižja predvsem zaradi spreminjanja obratovalnih 
pogojev med procesom, časovno potratnih pripravljalnih postopkov ter čiščenja sistema 
pred začetkom gojenja [21]. Tovrstne omejitve lahko učinkovito odpravimo z uporabo 
kontinuirnih sistemov. Vse pogosteje prihaja tudi do zamenjave in optimizacije 
tradicionalnih šaržnih biotehnoloških procesov v farmacevtski industriji. Kljub temu da 
gre za kompleksne posege v dolgoletne postopke, trend prenosa v kontinuirno 
proizvodnjo narašča zaradi različnih prednosti, kot so visoka produktivnost, boljša 
kvaliteta in konsistenca produktov kot posledica bolj učinkovitega nadzora ter nižjih 
obratovalnih stroškov. V različnih študijah poročajo tudi o uporabi polkontinuirnih 
sistemov s t.i. dvostopenjskim krožnim (»self-cycling«) procesom. V takem sistemu 
bakterijo gojimo v prvem šaržnem bioreaktorju. Pred vzpostavitvijo stacionarnega stanja 
polovico suspenzije iz bioreaktorja prenesemo v drugi bioreaktor. Okužba teh prenesenih 
bakterij se zgodi, ko le-te pridejo v stik s fagi, ki so ostali v drugem bioreaktorju od 
prejšnjega produkcijskega cikla. Poročajo o visoki produktivnosti, a kljub temu tak proces 
zahteva veliko nadzora in monitoringa med izvajanjem le-tega [21], [32]. Tak sistem 
lahko nadgradimo, tako da se izognemo uporabi omenjenih ciklov in vzpostavimo 
popolne kontinuirne pogoje.  
Leta 1950 so v namen raziskovanja fagov, spremljanja sprememb v populaciji E. coli in 
študija hitrosti mutacije razvili kemostat. Kmalu za tem so pokazali, da ima kontinuirno 
kar nekaj prednosti pred šaržnim obratovanjem, predvsem v tem, da lahko okolje in 
fiziološke pogoje vzdržujemo konstantne in tako izvajamo avtomatiziran proces. Kljub 
mnogim študijam na kemostatu niso dosegli ponovljivih in jasnih rezultatov. Eden izmed 
možnih razlogov je, da so bakterije preveč kompleksne za študij na nivoju DNA. To so 
odpravili z razvojem metod za sekvenciranje DNA. Fag ima veliko različnih fenotipov in 
ga po kompleksnosti uvrščamo med bakterijo in samopodvojevalne RNA molekule [33]. 
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1.4.2 Primerjava kemostata in »cellstat« sistema 
Najpreprostejši način kontinuirne proizvodnje je uporaba kemostata, v katerem imamo 
neprestan vtok svežega medija v mešalni bioreaktor, kjer najprej vzgojimo bakterije in 
jim po vzpostavitvi stacionarnega stanja dodamo bakteriofage. Pri tem ves čas z enako 
hitrostjo odvajamo porabljen medij, ki vsebuje mikroorganizme, neporabljena hranila in 
metabolne produkte. Na tak način vzdržujemo konstanten delovni volumen v bioreaktorju 
[34]. Glede na to, da se gojenje tako bakterij kot fagov v primeru kemostata dogaja v 
enem samem reaktorju, s tem dosežemo dolgo trajajoče stacionarno stanje v istem 
bioreaktorju. A se kljub temu hitro izkaže, da je tak proces v primeru dolgoročne 
kontinuirne proizvodnje zelo težko konsistenten in izvedljiv. Pojavljajo se mutacije tako 
bakterij kot fagov, odpornost bakterij zaradi izgube oz modifikacije fagnih receptorjev, 
ki se prilagodijo na bakterijske mutacije. Poleg tega je ena izmed slabosti kemostata, da 
ni namenjen množični proizvodnji. Velja za učinkovito orodje za študij sočasne 
koevolucije bakterije in faga, koevolucije več različnih fagov in ene same bakterije ter 
študij razvoja rezistence bakterije. Zadostno količino vhodnega medija za doseg uspešne 
koevolucije nadzorujemo s spreminjanjem pretoka oziroma hitrosti redčenja [7], [21] 
[35]. Zaradi tega eno izmed glavnih prednosti predstavlja nastavitev specifične hitrosti 
rasti bakterij oziroma izbiro bakterije v določenem fiziološkem stanju. Po spremembi 
pretoka se bakterija prilagodi, tako da izenači spremembo hitrosti redčenja in na tak način 
ustrezno prikroji specifično hitrost rasti. Prednost kemostata je ponovljivost različnih 
fizioloških stanj bakterij in ohranitev konstantnega fiziološkega stanja kultiviranega 
mikroorganizma daljši čas ter primernost uporabe pri preučevanju razvoja odpornosti 
bakterije za uporabo v terapevtske namene in študija učinkovitosti fagne terapije. Na tak 
način lahko dobro spremljamo vpliv spreminjanja različnih parametrov fiziološkega 
stanja na proces pomnoževanja bakteriofagov. Prav zaradi tega je kemostat odličen 
pripomoček pri študiju interakcij med bakterijo in fagom in njihove dinamike [7], [34]. 
Drugi način kontinuirne proizvodnje je »cellstat«. Kot prvi je Husimi leta 1981 [33] 
poročal o kontinuirnem gojenju bakteriofaga ob nenehnem dovajanju gostiteljskih 
bakterijskih celic v »cellstatu«. To je sistem dveh zaporedno vezanih bioreaktorjev, v 
katerem z endogenim regulacijskim mehanizmom vzdržujemo konstantno populacijo 
neinficiranih celic. Z visoko hitrostjo redčenja v drugem reaktorju, ki je višja od 
maksimalne specifične hitrosti rasti bakterije, preprečimo namnoževanje mutiranih celic. 
V kemostatu so bakterije in bakteriofagi ves čas med procesom izpostavljeni vplivu 
selekcijskega pritiska, kar poveča stopnjo mutacije pri obeh. To težavo uspešno 
odpravimo z uporabo »cellstata«. »Cellstat« nam omogoča, da spremljamo hitrost 
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mutacije in selekcijski proces bakteriofaga v nadzorovanih okoliščinah (vključujoč 
fiziološko stanje bakterije) [33], [34]. 
Skozi oba zaporedno povezana mešalna bioreaktorja teče enak in konstanten pretok 
vhodnega medija. V prvem bioreaktorju poteka gojenje bakterije, ki nadalje služi kot 
substrat za pomnoževanje bakteriofagov v drugem bioreaktorju. Poimensko oznako 
»cellstat« po zgledu snovalcev [33] pripisujemo ravno drugemu bioreaktorju. Prvi 
bioreaktor obratuje kot kemostat in velja, da je vtok enak iztoku. Po dosegu stacionarnega 
stanja gojenje bakterije poteka v konstantnem fiziološkem stanju le-te, ki se s časom ne 
spreminja. Z odsotnostjo fagov v prvem bioreaktorju zagotovimo, da je selekcijski pritisk 
na bakterijo minimalen. Nastavljena hitrost redčenja v drugem bioreaktorju je višja, kot 
znaša maksimalna specifična hitrost rasti, s čimer preprečimo, da bi se morebitne 
mutirane bakterije zadrževale v sistemu. Višjo hitrost redčenja vzpostavimo, tako da 
znižamo delovni volumen drugega bioreaktorja, pri čemer vzdržujemo konstanten pretok 
skozi oba bioreaktorja. Populacijska hitrost rasti v bakteriofagov je znatno višja od 
specifične hitrosti rasti bakterij, zato se le ti, navkljub višjim hitrostim redčenja, še vedno 
uspešno pomnožujejo. V različnih študijah poročajo o uporabi »cellstata« za pridobivanje 
in študija evolucije bakteriofagov, proizvodnje proteinov ter za usmerjeno kontinuirno 
evolucijo biomolekul [27], [29], [34]. 
1.4.3 Opis sistema »Cellstat« 
Če želimo uspešno spremljati hitrost mutacije in selekcijski proces faga med kontinuirnim 
gojenjem, moramo natančno regulirati tako fiziološke kot fizikalno-kemijske pogoje, saj 
le-ti vplivajo na hitrost mutacije (fiziologija celice). V kemostatu fiziološko stanje 
bakterije niha, zato uporaba le-tega za sočasno gojenje bakterij in fagov ni primerna. 
Bakterijska kultura ni stabilna in lahko pride do pojava interakcij med bakterijo in 
parazitom. Tipičen primer je pojav rezistentnih bakteriofagov. V primeru uporabe 
»cellstata lahko uspešno preprečimo oziroma ob potrebi le-te odpravimo. 
Po opisu snovalcev »cellstat« sistema je le-ta sestavljen iz več reaktorjev: turbidostata in 
bodisi enega ali več »cellstat« bioreaktorjev. S prvim bioreaktorjem ali turbidostatom v 
sistem dovajamo bakterijske celice, ki so v konstantnem fiziološkem stanju. Dogajanje v 
prvem bioreaktorju opišemo s korelacijo (7) med specifično hitrostjo rasti celic kg in 
hitrostjo redčenja DT, ki je količnik med pretokom FT in volumnom VT turbidostata.  
𝑘𝑔 = 𝐷𝑇 =
𝐹𝑇
𝑉𝑇
     (7) 
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Drugi bioreaktor je »cellstat«, v katerem poteka gojenje bakteriofagov s konstantnim 
vtokom gostiteljskih bakterijskih celic iz prvega bioreaktorja. Obratuje pod pogoji, ki jih 
opisuje sledeča enačba (8):  
𝑘𝑔 ≪ 𝐷𝐶 =
𝐹𝐶
𝑉𝐶
     (8) 
V tem primeru je hitrost redčenja DC, definirana z razmerjem med pretokom FC in 
volumnom VC v »cellstatu«, večja od specifične hitrosti rasti bakterij kg.  »Cellstat« je 
zasnovan tako, da vedno zadosti zgornji neenačbi (8) in na tak način so vse mutirane 
bakterijske celice zelo hitro odstranjene iz sistema in tako ne pride do selekcije le-teh. 
Pomembno je, da zagotovimo svež vtok bakterijske kulture in to lahko vzdržujemo s 
krajšim zadrževalnim časom bakterije v drugem reaktorju kot v prvem reaktorju, kjer jih 
gojimo ali pa z vzdrževanjem konstantnega fiziološkega stanja bakterije z močnim 
vtokom, ki ga zagotavlja zgornji turbidostat. Prednost tega je, da se tudi v tem primeru 
bakteriofag ne spere iz sistema, saj je njegova hitrost rasti mnogo večja od hitrosti rasti 
bakterij. Turbidostata v tem sistemu ne more nadomestiti le kemostat, saj je fiziološko 
stanje bakterije konstantno le na makroskopskem nivoju, na mikroskopskem nivoju pa se 
močno spreminja zaradi endogenega regulacijskega mehanizma. Prisoten je tudi vpliv 
pufranja, ki je posledica velikega nihanja med eksponentno in stacionarno fazo. V našem 
primeru smo spremljali koncentracijo bakterij po času z merjenjem optične gostote.  
Ko je vrednost DC večja od maksimalne vrednosti DC, max, pride do izpiranja fagov iz 
»cellstata«. Za normalno obratovanje sistema mora veljati sledeče:  
𝐷𝐶 < 𝐷𝐶,   𝑚𝑎𝑥 (ℎ0)    (9) 
To zagotovimo samodejno, če je populacijska gostota gostiteljskih celic (h0) dovolj 
visoka, natančneje višja od 1 x 10-7 mL-1, ki jo izračunamo glede na standardne 
eksperimentalne pogoje.  
V napajalni kulturi vzdržujemo konstantno število neokuženih celic z endogenim 
regulacijskim mehanizmom. Z visoko hitrostjo redčenja gostiteljskih bakterijskih celic 
preprečimo stik z mutirano celico. »Cellstat« sistem omogoča dober nadzor nad hitrostjo 
mutacij bakterij in selekcijskim procesom bakteriofaga pod točno določenimi pogoji in 
ob znanem fiziološkem stanjem bakterije. Prvi primeri uporabe »cellstata« za študij 
segajo v leto 1950, ko sta Novick in Szilard [35] preučevala hitrost mutacije bakterij 
E.coli na kontinuirnem sistemu. Prednosti kontinuirnega sistema se kažejo predvsem v 
kvantitativnem smislu, saj zunanje in fiziološke pogoje lažje ohranjamo konstantne, s 
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čimer dosežemo tudi boljšo ponovljivost. V veliko predhodno izvedenih študijah so 
pokazali, da kemostat ni najbolj primeren za delo z bakterijami [33]. 
En izmed možnih razlogov je v tem, da so bakterije preveč kompleksne, med drugim tudi 
nagnjenost k mutacijam in neprimernost za množično produkcijo. Kljub temu pa v 
kemostatu dosežemo konstantno fiziološko stanje bakterij, zato je zelo uporaben 
pripomoček za preučevanje interakcij in dinamike bakterij in bakteriofagov. Poleg tega 
mnogo študij kaže na to, da v kemostatu sočasno kultiviramo bakterije in bakteriofage, 
dosežemo dolgotrajno stacionarno stanje v enem reaktorju in tako enostavno spremljamo 
razvoj rezistence bakterij v terapevtiki [7]. Na vprašanje, zakaj ravno »cellstat«, lahko 
enostavno odgovorimo. V primeru kontinuirne proizvodnje potrebujemo dlje časa 
genetsko stabilne fage in bakterije. V prvem reaktorju kultiviramo bakterije v odsotnosti 
bakteriofagov, s čimer dosežemo konstantno fiziološko stanje kulture in ni potrebe po 
selekcijskem pritisku do bakterijskih mutacij. V drugem reaktorju se nahaja mešanica 
bakterijskih celic in bakteriofagov. Pomembno je, da je hitrost redčenja v drugem 
reaktorju višja kot v prvem, saj je specifična hitrost rasti bakteriofagov veliko višja kot v 
primeru bakterij. Prav tako mora biti hitrost redčenja v drugem reaktorju višja od 
maksimalne specifične hitrosti rasti bakterij. Na tak način, v primeru, če pride do mutacij 
bakterij, le-te nimajo vpliva, saj jih speremo iz sistema in se ne morejo akumulirati. V 
literaturi navajajo, da je stacionarno stanje v obeh reaktorjih doseženo v 3 urah po 
vzpostavitvi sistema [33]. 
1.4.4 Produktivnost v »cellstatu« 
Največji izziv v kontinuirnih sistemih je vzpostavitev operativnih pogojev, ki bi 
posledično ustrezali visoki produktivnosti procesa. Na podlagi vseh parametrov 
fiziološkega stanja bakterije in življenjskega cikla bakteriofaga so Bull in sod. [36] razvili 
matematični model na osnovi masnih bilanc za »cellstat« . 
𝑑𝑈
𝑑𝑡
= −𝑈𝐷 + 𝐶𝐷 − 𝛿𝑃𝑈    (10) 
𝑑𝑃
𝑑𝑡
= −𝑃𝐷 − 𝛿𝑃𝑈 −  𝛿𝑃𝐼 + 𝑏𝑒−𝐷𝐿 𝛿𝑃𝐿𝑈𝐿   (11) 
𝑑𝐼
𝑑𝑡
= −𝐼𝐷 +  𝛿𝑃𝑈 −  𝑏𝑒−𝐷𝐿 𝛿𝑃𝐿𝑈𝐿   (12) 
Prva masna bilanca predstavlja spreminjanje koncentracije neinficiranih celic po času, ki 
je enako razliki vtoka svežih bakterijskih celic (+CD) in iztoka neinficiranih celic (+UD), 
ki ji prištejemo še člen, ki predstavlja infekcijsko kinetiko adsorpcije na neinficirane 
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celice (−δPU). Druga masna bilanca opisuje zmanjševanje števila prostih bakteriofagov 
po času, ki je enako iztoku iz reaktorja (−PD), razliki hitrosti adsorpcije na neinficirane 
celice (−δPU) in hitrosti adsorpcije na inficirane celice (−δPI) oziroma pojav t.i. 
superinfekcije ter tvorbi fagov iz inficiranih celic med latentno periodo vse do celične lize 
(+be−DL δPLUL). Zadnja enačba opisuje naraščanje koncentracije inficiranih celic, ki je 
enako iztoku iz reaktorja (−𝐼𝐷), hitrosti adsorpcije na neinficirane celice (+ 𝛿𝑃𝑈) in 
zmanjševanju koncentracije novo nastalih fagov iz inficiranih celic med latentno periodo 
(−𝑏𝑒−𝐷𝐿 𝛿𝑃𝐿𝑈𝐿). Predpostavke, ki jih lahko privzamemo na podlagi zgornjih masnih 
bilanc (10), (11), (12) so, da se bakterijske celice a priori ne pomnožujejo, kar do neke 
mere zagotovimo tudi z visoko hitrostjo redčenja. V predhodno opravljenih študijah niso 
upoštevali, da je razpoložljivost oziroma število receptorjev na površini ene bakterijske 
celice omejeno, zato je posledično omejeno tudi število infekcij na celico [7]. 
Za kontinuirne procese produktivnost Pr opišemo z enačbo (13): 
Pr = P ∙ DP     (13) 
S pomočjo spodnje enačbe (14) lahko napovemo koncentracijo bakteriofagov v 
bioreaktorju »P« po vzpostavitvi ravnotežnega stanja, ki jo lahko tudi eksperimentalno 
določimo. Znotraj te enačbe se nahajajo vse spremenljivke fiziološkega stanja (b,L,δ) in 
parametri (C,D), s katerimi lahko manipuliramo, jih spreminjamo in s tem vplivamo na 
sistem. Tako koncentracija kot hitrost redčenja imata znaten vpliv na produktivnost. S 
povečevanjem vstopne koncentracije posledično narašča tudi produktivnost do svojega 
maksimuma. Z nekaj korakih izpeljave dobimo končno enačbo (14), ki podaja odvisnost 















    (14) 
Po pregledu literature lahko smiselno privzamemo, da imata tako latentna perioda kot 
brstno število znaten vpliv na hitrost pomnoževanja bakteriofagov in posledično na 
območje optimalne hitrosti redčenja, ki mora biti nastavljena tako, da ne pride do 
popolnega spiranja v drugem bioreaktorju »P«. To še posebej drži v primeru majhnih 
vrednosti brstnega števila, medtem ko se za vrednosti nad 100 hitrost redčenja približuje 
svoji maksimalni vrednosti, zato brstno število nanjo nima več vpliva [7]. Zgornja enačba 
(14) prikazuje produktivnost kontinuirne proizvodnje fagov v bioreaktorju »P« za 
konstantne bakteriofagne rastne parametre pri določeni koncentraciji bakterijskih celic, 
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ki se ne spreminjajo ob spreminjanju hitrosti redčenja v drugem bioreaktorju DP. Tako 
opišemo produktivnost v primeru konstantnega fiziološkega stanja bakterij [29]. 
Obratovanje pri visokih koncentracijah je primernejše tudi zaradi tega, ker je tako 
možnost pojava superinfekcije manjša. Produktivnost postane pri določeni koncentraciji 
celic konstantna zaradi limitirajočega vpliva bakteriofagnih rastnih parametrov. 
V nasprotju s konstantnim naraščanjem koncentracije bakterijskih celic lahko 
maksimalno produktivnost bakteriofagov dosežemo le pri točno določeni vrednosti 
hitrosti redčenja. To lahko pojasnimo s tem, da oba bioreaktorja delujeta v relaciji 
trgovanja. Potreba po bakterijskih celicah kot substratu se skozi proces povečuje, zato 
njihova koncentracija narašča, a ima to lahko tudi negativen vpliv na hitrost redčenja v 
drugem reaktorju, ki lahko v primeru, da preseže specifično hitrost rasti bakteriofagov, 
pride do popolnega spiranja in produktivnost v drugem reaktorju pade na 0. Najvišjo 
koncentracijo bakteriofagov dosežemo pri najnižji hitrosti redčenja, ker se v tem primeru 
najdlje zadržijo v »cellstatu«. V primerjavi z maksimalno produktivnostjo, ki jo 
dosežemo pri hitrosti redčenja, ki ustreza veliko nižji koncentraciji bakteriofagov. Na 
podlagi tega lahko sklepamo, da obratovanje pri maksimalni produktivnosti ni vedno 
najbolj optimalno. To zahteva tehten razmislek pri vzpostavljanju primernih obratovalnih 
pogojev glede na končen cilj [7]. 
Iz omenjenih dognanj privzamemo, da optimalno hitrost redčenja v primeru maksimalne 







   (15) 




     (16) 
Po vpeljavi enačb za opis konstante adsorpcije (δ), latentne periode (L) in brstnega števila 
(b) v odvisnosti od hitrosti redčenja, ki smo jih eksperimentalno spremljali [27], [29] 
končno enačbo za produktivnost v primeru variabilnega fiziološkega stanja bakterije ter 
spremenljivih bakteriofagnih rastnih parametrov zapišemo z enačbo (17): 
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V sistemu dveh mešalnih bioreaktorjev »C« in »P«, ki imata konstanten delovni volumen 
VC in VP, s spreminjanjem pretoka vplivamo na spreminjanje hitrosti redčenja Dc in DP, 
kar smo eksperimentalno preverjali v prvem nizu eksperimentov. Spreminjanje hitrosti 
redčenja Dc vpliva na hitrost rasti bakterij v prvem bioreaktorju, kar pomeni, da je 
fiziološko stanje bakterije variabilno. S pretokom pri konstantnem VP vplivamo tudi na 
pomnoževanje v drugem bioreaktorju »P« in posledično tudi na bakteriofagne rastne 
parametre. Iz tega je razvidno, da enačbi (13) in (14) nista ustrezni za opis produktivnosti 
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2 Namen dela 
V sklopu magistrskega dela smo se ukvarjali s preučevanjem in vzpostavitvijo čim bolj 
optimalnih pogojev v kontinuirnem sistemu dveh zaporedno vezanih mešalnih 
bioreaktorjev za gojenje bakteriofagov. Naš namen je bil doseči čim višjo produktivnost, 
visoke koncentracije bakteriofagov z visoko čistostjo in brez prisotnosti škodljivih 
stranskih produktov bakterij. Vse višje potencialne potrebe po bakteriofagih v prihodnosti 
z uporabo na različnih področjih namreč zahtevajo razvoj tehnologij, s katerimi lahko 
hitro zagotovimo proizvodnjo velikih količin bakteriofagov. 
Za vsakršno optimizacijo industrijske visokotonažne industrije moramo najprej dobro 
preučiti in razumeti interakcije med bakterijo in fagom ter njihove reprodukcijske 
procese, ki so litični, lizogeni ali v primeru filamentoznih fagov tudi nelitični [21]. 
Kljub veliko prednosti kemostata smo sistem nadgradili z uporabo dveh zaporedno 
povezanih mešalnih bioreaktorjev, v katerih smo ločeno gojili bakterijo brez prisotnosti 
bakteriofaga in le-to uporabili kot substrat za pomnoževanje bakteriofagov v drugem 
bioreaktorju. S študijem spreminjanja pretoka ter delovnega volumna smo želeli 
zagotoviti ustrezno hitrost redčenja v obeh bioreaktorjih in s tem maksimalno 
produktivnost gojenja bakteriofagov v kontinuirnem sistemu. Z uporabo »cellstat« 
sistema smo želeli preprečiti pojav mutacij mikroorganizmov. 
Delovna hipoteza: V sistemu bakterija − bakteriofag obstaja najbolj optimalna hitrost 
redčenja v drugem mešalnem bioreaktorju, pri kateri dosežemo maksimalno 
produktivnost in hkrati zagotovimo hitrost redčenja, ki je višja od maksimalne specifične 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Potek dela 
 
Potek eksperimentalnega dela je shematsko prikazan na sliki 5. 
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3.2 Materiali in metode 
3.2.1 Delovni mikroorganizmi – bakterija in bakteriofag 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali sev bakterije rodu Escherichia coli K-12 
MG1655 (DSM 18039) in bakteriofag T4 (DSM 4505). Bakterijo E.coli K-12 uvrščamo 
med fakultativno anaerobne bakterije, medtem ko bakteriofag T4 spada med litične 
bakteriofage. Oba delovna organizma sta zelo dobro preučena in okarakterizirana, glede 
na pregled literature [37] tudi pogosto uporabljena kot modelna organizma in z dobro 
sekvenciranim genomom.  
3.2.1 Laboratorijski material in oprema 
Pri izvedbi poskusov smo laboratorijske zaščitne opreme, ki vključuje laboratorijsko 
haljo, laboratorijske rokavice ter laboratorijska očala ter drugega potrošnega materiala za 
čiščenje, uporabljali sledeče pripomočke. 
Laboratorijski material 
Tabela 1: Seznam uporabljenega laboratorijskega materiala pri eksperimentalnem delu
Aluminijasta folija  Plastični nastavki za 
avtomatske pipete različnih 
dimenzij 
Steklene epruvete 
Avtomatske pipete znamke 
Thermo Fisher Scientific z 
nastavitvami 2 µl – 20 µl, 20 
µL – 200 µL, 100 µL – 1000 
µL 
Plastične sterilne 25 mL 
serološke pipete 
Stojala za mikrocentrifugirke 
in epruvete 
Filtri s porami 0,22 µm Plastični in stekleni liji Steklene 100-mL in 250-mL 
erlenmajerice 
Kovinska cepilna zanka Razkužilo Incidin za 
razkuževanje rok in delovnih 
površin v laboratoriju 
Steklene viale (30 mL, 28 
mm; 15 mL, 25 mm; 10 mL, 
24 mm) 
Magnetki 10x6 mm in 20x6 
mm 
PEEK® kapilare Sterilne brizge 
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Masterflex cevka Plastične centrifugirke (z 
volumnom 25 mL in 50 mL) 
Sterilne injekcijske igle 
Merilec pretoka plina Silikonske cevi (notranji 
premer 3mm, zunanji premer 
5mm) 
Sterilne plastične petrijevke 
premera 90 mm 
Mikrocentrifugirke (volumen 
1,5 mL) 
Silikonski zamaški (17 x 22 x 
25 mm) 
Uteži iz POM z navojem za 
cev 




Tabela 2: Seznam uporabljene laboratorijske opreme pri eksperimentalnem delu
Aparat za pipetiranje Pipet-
Aid 
Krmilnik za peristaltične 
črpalke 
Tehtnica 
Avtoklav Magnetno mešalo Vodna kopel  
Centrifuga  Namizni laminarij Vrtinčnik 
Digestorij Peristaltične črpalke s 
koračnim motorjem, 
ShenChen 
Zamrzovalnik na -20 °C  
Hladilnik na -4 °C Plinski gorilnik Zamrzovalna omara na -80 °C 
Inkubator Senzor optične gostote  
Inkubator s stresalnikom Štoparica  
Poleg vse navedene laboratorijske opreme smo uporabljali osebni računalnik s 
programsko opremo Windows 7, Microsoft Office 2013 ter programsko opremo Arduino 
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1.0.6 (odprtokodna programska oprema), CoolTerm 1.4.6 (odprtokodna programska 
oprema), i-control 1.12 in ECapt. 
3.2.2 Metode  
Priprava delovnih mikroogranizmov 
Pred uporabo E. coli K-12 smo v raziskovalnem timu izvedli nekatere mikrobiološke 
manipulacije, ki vključujejo revitalizacijo liofilizirane bakterije po priporočilih 
proizvajalca ter pripravo založne banke in delovne banke E. coli K-12, shranjene na  
-80 °C, ki smo jo potem uporabljali med samim raziskovalnim delom. Fagni lizat smo 
pripravili in hranili v hladilniku na 4 °C [5],[26],[30],[34].  
Priprava gojišč in reagentov 
Tabela 3: Seznam uporabljenih gojišč, kemikalij, raztopin in reagentov [5],[34]. 
Agar (Sigma, 05040) NaCl (Fischer Scientific, S/3120/60) 
LB bujon (Sigma L3022) MgSO4 (Sigma, M2643) 
kloroform (Sigma, C2423) želatina (Sigma, 48723) 
Tris, pH 7,5 (Fischer Scientific, T/3710/60)  
 
Tekoče gojišče LB 
Pri izvajanju eksperimentalnega dela smo za pripravo tekočega gojišča Luria-Bertani 
(LB) uporabljali 100 % bujon LB s koncentracijo 20 g L-1. V 1000-mL reagenčno 
steklenico smo zatehtali 14 g bujona in 8,4 g agarja ter jo do oznake 700 mL napolnili z 
deionizirano vodo. Steklenico smo tesno zaprli s pokrovčkom, prekrili z aluminijasto 
folijo in dobro pretresli. Nato smo gojišče sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. Po končani sterilizaciji smo steklenico ohladili na 
sobno temperaturo in gojišče v digestoriju v sterilnem območju ob ognju razdelili v 50-
ml centrifugirke, jih označili in hranili v hladilniku na 4 °C do uporabe [5],[26],[30],[34]. 
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Trdni agar LB 
Za pripravo trdnega agarja Luria-Bertani (LB) smo uporabili 100 % bujon LB s 
koncentracijo 20 g L-1 in 1,2 % agar. V 1000-mL steklenico smo zatehtali 14 g bujona LB 
in mu nato dodali 8,4 g agarja in deionizirano vodo do oznake 700 mL. Reagenčno 
steklenico smo nato zaprli s plastičnim pokrovom in premešali. Pred avtoklaviranjem smo 
čez pokrov dali tudi aluminijasto folijo in nato sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 
°C in tlaku 1,2 bara. Po sterilizaciji smo steklenico ohladili v vodni kopeli na 55 °C. Nato 
smo za pripravo agar plošč v digestoriju ob ognju razlili agar v velike petrijevke ter 
počakali, da se je agar strdil. Petrijevke s trdnim agarjem smo postavili v hladilnik na 4 
°C in tam hranili do uporabe [5],[26],[30],[34]. 
Mehki agar LB 
Za pripravo mehkega agarja Luria-Bertani (LB) smo uporabili 100 % bujon LB s 
koncentracijo 20 g L-1 in 0,7 % agar. V 500-ml reagenčno steklenico smo zatehtali 8 g 
bujona LB in mu dodali 2,8 g agarja ter dopolnili z deionizirano vodo do oznake 400 ml. 
Steklenico smo nato dobro zaprli s plastičnim pokrovom, premešali in prekrili z 
aluminijasto folijo. Po 20-minutni sterilizaciji v avtoklavu pri temperaturi 121 °C in tlaku 
1,2 bara smo reagenčno steklenico ohladili  v vodni kopeli na 55 °C. Mehki agar smo nato 
v digestoriju razdelili v epruvete po 5 ml in jih shranili v vodni kopeli na 
 55 °C. Mehki agar smo v vodni kopeli hranili en teden in nato pripravili sveži mehki 
agar, saj je prišlo do sprememb v teksturi. Pri tem smo ves čas spremljali, da ni prišlo do 
kontaminacije z bakterijami iz okolja [5],[26],[30],[34]. 
Solno-magnezijev (SM) pufer  
Za pripravo solno-magnezijevega pufra smo v 1000-ml reagenčno steklenico zatehtali 2,9 
g 100 mM NaCl ter dodali 0,5 g želatine (koncentracija 0,01 %), odpipetirali 2 mL 8mM 
raztopine MgSO4 in 25 ml 50 mM TRIS-HCl pufra s pH vrednostjo 7,5. Do oznake 500 
mL smo dopolnili deionizirano vodo ter steklenico pokrili s plastičnim pokrovom, dobro 
premešali ter pokrili z aluminijasto folijo. Nato smo sterilizirali 20 minut pri temperaturi 
121 °C in tlaku 1,2 bara, pufer nato ohladili na sobno temperaturo in ga ob ognju razdelili 
v 50-ml centrifugirke. Le-te smo shranili v hladilniku na 4 °C [5],[26],[30],[34]. 
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Priprava prekonočne kulture E.coli K-12 
 
Prekonočno kulturo smo vedno pripravili en dan pred izvajanjem poskusa, da bi tako pred 
pričetkom imeli svežo kulturo E.coli K-12. Pripravili smo jo iz delovne banke E.coli K-
12, ki smo jo iz zamrzovalnika na -80 °C prenesli na led in nato v čim krajšem času pod 
sterilnimi pogoji s cepilno zanko iz delovne banke prenesli v 100-mL erlenmajerico, v 
katero smo predhodno nalili 50 ml segretega tekočega LB gojišča in bakterijsko kulturo 
inkubirali 16−18 ur v inkubatorju s stresalnikom na 37 °C in 200 obratov na minuto. 
Mikrocentrifugirko z originalno E.coli K-12 smo uporabili le enkrat in jo po pripravi 
prekonočne kulture zavrgli. Po zaključeni inkubaciji smo prekonočno kulturo shranjevali 
v hladilniku na 4 °C in uporabljali za inokulacijo bioreaktorjev in izvedbe metode štetja 
plakov v časovnem razponu do enega tedna [26], [34]. 
Določanje koncentracije bakterij z metodo štetja kolonij (CFU) 
 
Koncentracijo bakterij v vzorcu (CFU mL-1) smo določili s kultivacijsko metodo štetja 
kolonij na petrijevki s trdnim LB agarjem [38]. Najprej smo pripravili redčitveno vrsto 
v območju od 10 do 10n. Desetkratno redčitev vzorca smo izvedli tako, da smo v  
1,5-mL mikrocentrifugirko s 450 µL svežega tekočega LB gojišča dodali 50 µL vzorca, 
dobro premešali na vrtinčniku in nato zopet odvzeli 50 µL iz predhodne 
mikrocentrifugirke in jih dodali v 450 µL svežega tekočega LB gojišča (100-kratna 
redčitev) in dobro premešali. Postopek smo ponavljali, dokler nismo dosegli želene  
n-kratne redčitve. Na velike petrijevke s predhodno nanešenim trdnim LB agarjem smo 
nanašali 3-krat po 10 µL vsake redčitve vzorca (10−10n območje)  v obliki kapljic na 
označeno območje na agarni plošči. V sterilnem območju ob ognju smo plošče pustili 
toliko časa, da so se kapljice posušile (15−20 min). Agarne plošče smo obrnjene na glavo 
postavili v inkubator in jih inkubirali 16−18 ur čez noč pri 37 °C. Števno območje je od 
3−30 kolonij na eno kapljico [38]. Naslednji dan smo prešteli število bakterij, ki so tvorile 
kolonije, in izračunali koncentracijo bakterij (CFU mL-1) s pomočjo enačbe (18) [5],[26], 
[34]. 
CFU mL−1 = 
št.  preštetih kolonij ∙ redčitev
volumen kapljice [mL]
   (18) 
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Določanje koncentracije bakteriofagov z metodo štetja plakov 
 
Koncentracijo bakteriofagov v vzorcu, ki smo ga odvzeli na izhodu iz »cellstat« 
bioreaktorja (PFU mL-1), smo določali z metodo štetja plakov na petrijevkah z dvojnim 
agarjem (oz. metodo prekrivanja z mehkim agarjem) [38],[30]. Iz vodne kopeli na 55 °C 
smo v sterilno območje okrog ognja prenesli nekaj steklenih epruvet s 5 mL 
pripravljenega mehkega LB agarja (ena epruveta za eno ploščo), ki smo jim zatem dodali 
100 µL prekonočne kulture E.coli K-12 in vse skupaj dobro premešali na vrtinčniku. 
Vsebino epruvet z mehkim agarjem in E.coli smo vlili na označene petrijevke 
enakomerno po celotni površini in počakali, da se je poltrdno LB gojišče v petrijevkah 
strdilo. To smo naredili zelo hitro, saj se mehki agar na sobni temperaturi zelo hitro prične 
strjevati. Medtem smo pripravili redčitveno vrsto vzorca bakteriofagov v območju 
10−10n. Podobno kot je opisano zgoraj, le da smo 50 µL vzorca dodali v 1,5-mL 
mikrocentrifugirko s 450 µL SM pufra (10-kratna redčitev), dobro premešali na 
vrtinčniku in nato zopet odvzeli 50 µL iz predhodne mikrocentrifugirke in jih dodali v 
450 µL svežega SM pufra (100-kratna redčitev) in dobro premešali. Postopek smo 
ponavljali, dokler nismo dosegli želene n-kratne redčitve. Vse mikrocentrifugirke smo 
dobro premešali na vrtinčniku in nato na posušene petrijevke z dvojnim agarjem nanašali 
3-krat po 10 µL vsake redčitve. Petrijevke smo ob ognju pustili odprte in počakali, da so 
se kapljice posušile (15−20 min). Nato smo jih obrnjene na glavo postavili v inkubator in 
jih inkubirali 16−18 ur čez noč pri 37 °C. Naslednji dan smo prešteli število posameznih 
plakov v kapljicah (števno v območju od 3 do 30 plakov) ter po sledeči enačbi (19) 
izračunali koncentracijo bakteriofagov (PFU mL-1) [5],[26],[34]. 
PFU mL−1 = 
št.preštetih plakov ∙ redčitev
volumen kapljice [mL]
   (19) 
3.3 Delo na kontinuirnem sistemu 
3.3.1 Podroben opis sistema 
Eksperimentalno delo smo izvajali na razvitem sistemu za kontinuirno proizvodnjo 
bakteriofagov. S krmilnikom peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem smo lahko hkrati 
upravljali s tremi črpalkami in neodvisno nastavili pretok v območju od 0,015 in 0,750 
mL min-1. Vzpostavitev krmilnika peristaltičnih črpalk v povezavi s senzorjem optične 
gostote je zasnova našega raziskovalnega tima. Na sliki 6 je predstavljen razvit sistem za 
kontinuirno proizvodnjo bakteriofagov, ki je sestavljen iz dveh zaporedno povezanih 
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steklenih mešalnih bioreaktorjev, levi bioreaktor »C« z delovnim volumnom 25 mL in  
desni bioreaktor »P« z delovnim volumnom 5 mL. Učinkovito mešanje v sistemu smo 
zagotovili z magnetnim mešalom, ki je bil nastavljen na 350 rpm. Senzor za merjenje 
optične gostote pri 600 nm nam je omogočal sprotno spremljanje in beleženje 
koncentracije bakterij preko računalnika v časovnih intervalih, ki smo jih programirali po 
lastni presoji. Celoten sistem je bil voden preko programske opreme Arduino Nano. 
Senzor za merjenje optične gostote smo nadzorovali z odprtokodnim programom 
CoolTerm, ki beleži tako čas meritve kot koncentracijo bakterij. 
 
Slika 6: Razvit sistem za kontinuirno proizvodnjo bakteriofagov v dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjih. 
A- Krmilnik za sočasno upravljanje treh peristaltičnih črpalk s koračnim motorjem, B- Prikaz dveh 
povezanih steklenih mešalnih bioreaktorjev C-Senzor optične gostote za sprotno spremljanje koncentracije 
bakterij preko merjenja optične gostote pri 600 nm na računalniku [34] 
Za vzpostavitev kontinuirnega sistema smo se zgledovali po sistemu, ki ga je v svojih 
študijah uporabljal Husimi s sod. [33]. 
Kulturo v »cellstatu« smo pripravili iz LB po postopku, ki je podrobneje opisan v 
poglavju 3.3.2. Standardni pogoji obratovanja so bili: E.coli K-12, bakteriofag T4, 
temperatura: 37 °C, V (gojišča) = 2 L, V(bioreaktorjev) = 50 mL (suspenzija 5-25 mL).  
Vse sestavne dele sistema, vključujoč steklenico z LB gojiščem, oba bioreaktorja z 
zamaški, silikonske cevi in drug potreben material smo pred vsakim eksperimentom 
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avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. Prav tako smo dan pred 
pričetkom poskusa pripravili prekonočno kulturo E.coli K-12. 
Predhodno smo pripravili material. Sterilno smo napolnili ustrezno število 1,5 mL-
mikrocentrifugirk z 950 µL SM pufra, pripravili 1,5 mL-mikrocentrifugirke za redčitveno 
vrsto in jih napolnili s 450 µL SM pufra. Za vzorčenje kontrole bakterije smo pripravili 
prazno mikrocentrifugirko in sedem mikrocentrifugirk napolnjenih s 450 µL tekočega 
gojišča LB za redčitveno vrsto. Pripravili smo tudi ustrezno število agarnih plošč, jih 
označili ter razdelili mehki agar po 5 mL v ustrezno število epruvet [34]. 
Kar nekaj dejavnikov moramo upoštevati, če želimo zagotoviti dolgotrajno in robustno 
obratovanje pri pridobivanju bakteriofagov v kontinuirnih sistemih. Mednje spadajo 
penjenje ter bakterijska rast in akumulacija na stenah bioreaktorjev. Vzrok za penjenje v 
sistemu je visoka hitrost prepihovanja, ki je zahtevana med procesom gojenja bakterij. Po 
navadi se temu poskušamo izogniti z dodajanjem protipenilnih sredstev, kot na primer 
polialkilen glikoli, silikonske emulzije in podobno [7]. Rast na stenah bioreaktorjev in 
flokulacijo preprečujemo mehansko s konstantnim mešanjem in tudi biološko z uporabo 
seva brez bičkov [39]. 
Husimi s sodelavci v svojih študijah uporablja tudi zunanji sistem čiščenja s pretočnim 
nefelometrom, s katerim lahko preko merjenja sipanja svetlobe žarka detektiramo 
populacijsko gostoto bakterijskih celic v rangu od 3x105 do 3 x 109 mL-1.  Poleg tega so 
izmenjaje uporabljali tudi čiščenje z 0,1M NaOH raztopino, ki so jo v 5 minutnih 
časovnih intervalih dovajali v sistem za 2 in pol minuti, ter tako preprečili odlaganje 
flokuliranih delcev na stenah. V našem sistemu se za to nismo odločili, saj smo predhodno 
celoten sistem, vključno s celotnim gojiščem z izhodnimi cevmi in posamezne dele 
sistema ter bioreaktorje avtoklavirali pri temperaturi 120 °C. Bakterijsko rast na stenah 
bioreaktorjev in ceveh smo preprečevali tudi z nenehnih prepihovanjem LB gojišča [39]. 
Težav z odlaganjem flokuliranih delcev v našem sistemu nismo zaznavali [33]. 
3.3.2 Kontinuirna proizvodnja bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih 
bioreaktorjev (pri različnih hitrostih redčenja) 
Bakterijo E.coli K-12 smo kontinuirno gojili v tekočem LB gojišču v prvem mešalnem 
bioreaktorju »C« brez prisotnosti bakteriofagov. Sestavljen je bil iz steklene 30 mL viale, 
v katerem smo vzdrževali delovni volumen 25 mL. V steklenico s svežim tekočim LB 
gojiščem smo kontinuirno uvajali komprimiran zrak skozi 0,22 µm filter s pretokom 2 L 
min-1. Sveže tekoče LB gojišče predhodno nasičeno z zrakom smo preko silikonskih cevk 
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kontinuirno dovajali preko peristaltičnih črpalk v vsakega izmed biorektorjev »C« 
(sočasno izvajanje treh eksperimentov na treh »cellstat« sistemih). V drugem bioreaktorju 
»P« je potekalo pomnoževanje bakteriofagov. Volumen drugega bioreaktorja, ki je bil 
prav tako steklena viala, smo med eksperimenti spreminjali med 10, 15 ali 30 mL. 
Mešanje s hitrostjo 350 rpm zagotavljali z dvema magnetkoma dimenzij 20 x 6 mm in 10 
x 6 mm ter štiriconsko magnetno ploščo. Oba bioreaktorja sta bila neprodušno zaprta s 
silikonskima zamaškoma, v katere smo zvrtali dve luknji za dve PEEK® kapilari, ki sta 
zagotavljali vtok in iztok suspenzije v in iz bioreaktorjev. Bioreaktorja smo tako zatesnili 
in preko obeh kapilar z enakim vtokom in iztokom ohranjali višino gladine v 
bioreaktorjema konstantno. Bioreaktorja »C« in »P« sta bila med seboj tesno povezana s 
kapilarami in Masterflex cevkami. Vtok in iztok skozi oba bioreaktorja smo nadzorovali 
z eno peristaltično črpalko s koračnim motorjem. V bioreaktor »C« smo kontinuirno 
dovajali sveže tekoče LB gojišče, s čimer smo zagotovili kontinuirno gojenje bakterije 
E.coli K-12, ki je služila kot substrat in smo jo preko cevke, ki je povezovala oba 
bioreaktorja, dovajali v bioreaktor »P«, v katerem je sledila okužba bakterije z 
bakteriofagom T4 in pomnoževanje le-tega [33], [34]. Naš sistem dveh zaporedno 
vezanih mešalnih bioreaktorjev »C« in »P« je prikazan na sliki 7 in 8. 
Pred pričetkom dela smo vedno po vzpostavitvi sistema preverili delovanje črpalk in 
umerili pretoke, tako da smo najprej stehtali prazno mikrocentrifugirko, nato s štoparico 
merili čas 1 minuto in medtem zbirali vzorec na iztoku drugega bioreaktorja »P« ter za 
tem stehtali napolnjeno mikrocentrifugirko ponovno. Iz razlike v masi in izmerjenemu 
času smo izračunali masni pretok. Postopek smo ponovili za vsako črpalko posebej, 
dokler nismo dosegli konstantnega pretoka. To smo ponovili za vsako izmed treh črpalk.  
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Slika 7: Naš sistem dveh zaporedno vezanih mešalnih bioreaktorjev »C« in »P« z svežim LB gojiščem na 
vtoku in zbiranjem novonastalih fagov na iztoku iz drugega bioreaktorja »P« [27] 
Vsak eksperiment je potekal skupaj 3 dni zaporedoma, pri čemer smo prvi dan postavili 
sistem, nacepili 25 mL tekočega LB gojišča v prvem bioreaktorju z 2 % vcepkom 
prekonočne kulture E.coli K-12 (500 µL) in proces vodili šaržno 1 uro, ne da bi dovajali 
sveže LB gojišče. Po 1 uri smo dodali fagni lizat (prej segret na 37 °C) s koncentracijo 
5∙106 PFU mL-1 v drugi bioreaktor ter povezali oba bioreaktorja in sestavili celoten sistem 
pod sterilnimi pogoji v laminariju. Vklopili smo peristaltične črpalke in nastavili želene 
pretoke ter zagnali prečrpavanje skozi oba bioreaktorja in s tem kontinuirno gojenje 
bakteriofagov v sistemu dveh zaporednih mešalnih bioreaktorjev.  
Počakali smo na vzpostavitev ravnotežnega stanja v sistemu in z vzorčenjem začeli 
naslednji dan zjutraj po preteku 16−24 ur (vsaj 8 generacij bakterije) od postavitve 
sistema. Koncentracijo bakterij v bioreaktorju »C« smo od začetka spremljali z 
merjenjem optične gostote in tako ocenili potreben čas za vzpostavitev ravnotežnega 
stanja. To je pomembno, saj lahko na podlagi tega, kdaj se koncentracija bakterij ustali, 
sklepamo, ali se je vzpostavilo ravnotežno stanje v bioreaktorju »C«. Koncentracija 
bakterij v bioreaktorju »C« se je po oceni rezultatov merjenja optične gostote, ne glede 
na pretok, vedno ustalila pri podobnih vrednostih (3∙108 CFU mL-1). 
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Slika 8: Prikaz sistema za proizvodnjo bakteriofagov z dvema zaporednima mešalnima bioreaktorjema. 
Proces smo ves čas izvajali pri temperaturi 37 °C v inkubatorju. S številkami v okvirčkih so na sliki 
označene posamezne komponente našega sistema 1  – posoda z vodo za navlaženje komprimiranega zraka, 
2  – uvajanje komprimiranega zraka s pretokom 2 L min-1, 3 – filter z velikostjo por 0.22 µm, 4 – posoda 
s svežim LB gojiščem nasičenim s sterilnim zrakom, 5 – peristaltične črpalke s koračnim motorjem, 6 – 
prvi bioreaktor »C«, 7 – senzor optične gostote, 8 – drugi bioreaktor »P«, 9 – iztok iz sistema dveh 
zaporednih mešalnih bioreaktorjev preko plastičnega ali steklenega lija, 10 – štiriconsko magnetno mešalo 
(350 rpm), 11 – čaše za zbiranje odpada(razvidno je, da so različni volumni odpada zaradi različno 
nastavljenih pretokov v posameznem sistemu), 12 – na glavo obrnjene inkubirane agarne plošče [lasten 
arhiv] 
Opazili smo, da je pri nižjih hitrostih redčenja bakterija potrebovala več časa, da se je 
prilagodila, hkrati pa je njena koncentracija bolj narastla, preden se je ustalila. Za hitrosti 
redčenja od 0,24 do 0,96 h−1 je bilo potrebno od 18 do 7 ur gojenja, da smo dosegli 
ravnotežno stanje [34]. To so v našem raziskovalnem timu pokazali že v predhodno 
opravljenih poskusih kontinuirnega gojenja E.coli K-12 v enem mešalnem bioreaktorju 
[26]. Na podlagi tega smo sklepali, da se je vzpostavilo tudi ravnotežno stanje za 
koncentracijo bakteriofagov, saj je populacijska hitrost rasti bakteriofagov približno 8-
krat višja kot specifična hitrost rasti bakterij [27]. 
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3.3.3 Kontinuirna proizvodnja bakteriofagov pri variabilnem in pri konstantnem 
fiziološkem stanju bakterij 
Izvedli smo dva niza eksperimentov za določanje produktivnosti, v okviru katerih smo 
spreminjali pogoje obratovanja, kot je prikazano na sliki 9. 
Slika 9: Potek dveh različnih nizov  eksperimentov v »cellstatu« ob spreminjanju fiziološkega stanja 
bakterij [29] 
V prvem nizu eksperimentov, kjer je bilo fiziološko stanje bakterij variabilno, smo 
vzdrževali konstantna volumna obeh bioreaktorjev »C« (25 mL) in »P« (5 mL) in 
spreminjali pretok od 0,10 mL min-1, 0,15 mL min-1, 0,20 mL min-1, 0,25 mL min-1, 0,30 
mL min-1, 0,35 mL min-1 do 0,40 mL min-1. Hitrost redčenja v prvem bioreaktorju »C« 
(Dc) je tako znašala od 0,24 h−1, 0,36 h−1, 0,48 h−1, 0,60 h−1, 0,72 h−1, 0,84 h−1 do 0,96 
h−1, medtem ko je bila hitrost redčenja v bioreaktorju »P« (DP) 5-krat višja, in sicer v 
območju od 1,2 h−1, 1,8 h−1, 2,4 h−1, 3,0 h−1, 3,6 h−1, 4,2 h−1 do 4,8 h−1.  Ko smo v prvem 
nizu eksperimentov spreminjali pretok skozi oba bioreaktorja in pri tem ohranjali delovna 
volumna obeh bioreaktorjev konstantna, je spreminjanje hitrosti redčenja v bioreaktorju 
»C« vplivalo na fiziološko stanje bakterije in posledično na bakteriofagne rastne 
parametre. Izvedli smo tri neodvisne eksperimente za vsak nastavljen pretok. 
V drugem nizu eksperimentov, kjer je bilo fiziološko stanje bakterij konstantno, smo pri 
vseh eksperimentih nastavili in vzdrževali konstanten pretok 0,35 mL min-1 in konstanten 
delovni volumen v prvem bioreaktorju »C« (25 mL). Posledično je bila tudi hitrost 
redčenja v prvem bioreaktorju »C« konstantna in je znašala 0,84 h-1 . Na tak način smo 
dosegli konstantno fiziološko stanje bakterije in konstantne bakteriofagne rastne 
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parametre. Delovni volumen drugega bioreaktorja »P« smo spreminjali v območju od 5 
mL, 6 mL, 7 mL, 8 mL, 10 mL, 15 mL do 25 mL. Posledično se je tudi hitrost redčenja v 
drugem bioreaktorju »P« spreminjala od  4,20 h-1, 3,50 h-1, 3,00 h-1, 2,63 h-1, 2,10 h-1, 
1,40 h-1, in 0,84 h-1. Izvedli smo tri neodvisne eksperimente za vsak nastavljen pretok. 
3.3.4 Vzorčenje na iztoku obeh biorektorjev in določanje produktivnosti kontinuirne 
proizvodnje 
Suspenzijo bakteriofagov kvantificiramo z namenom, da bi določili, koliko le-teh je bilo 
okuženih v določenem volumnu tekočine in to imenujemo titer ali koncentracija fagov.  
Uporabljali smo metodo štetja plakov, ki se tudi navadno najpogosteje uporablja v ta 
namen. Ko bakteriofag inficira gostiteljsko celico, ki je zrastla na agar plošči, se tvori t.i. 
cona celične lize in to imenujemo plak, kar se odraža kot uspešna infekcija. Med 
procesom inkubacije bakterije zrastejo na nosilni podlagi in tvorijo moten sloj, ki je 
enostavno viden s prostim očesom. V primeru fagov je ta nosilna podlaga sestavljena iz 
dveh plasti, in sicer zgornji in spodnji agar. Podrobnejši opis priprave teh plošč je v 
poglavju Določanje koncentracije bakteriofagov z metodo štetja plakov. V primeru te 
metode v primerjavi z uporabo elektronskega mikroskopa je število preštetih fagov vedno 
manjše od dejanskega števila fagov, ki bi jih zabeležili z mikroskopom. Vzrok za to je v 
tem, da efektivnost okužbe bakterijske celice ni nikoli 100 % in znaša običajno dosti 
manj. Fagi, ki se ne inficirajo, se lahko neuspešno tvorijo med procesom zorenja ali pa 
mutirajo. S spremljanjem efektivnosti preko metode štetja plakov lahko opazimo, ali so 
bile rasti bakteriofaga optimalne in ali je prišlo do morebitnih poškodb fagov med 
obdelavo in shranjevanjem. V primeru fagov je ta efektivnost običajno višja kot 50 % [6]. 
Pri obeh nizih eksperimentov smo počakali na vzpostavitev ravnotežnega stanja v sistemu 
in z vzorčenjem začeli naslednji dan po preteku 16−24 ur. Vzorčili smo 6−8 ur na iztoku 
iz bioreaktorja »P« v časovnem intervalu 1 ura med vzorčenji. Vsakič smo napolnili 1,5-
mL mikrocentrifugirko z vzorcem, nato dobro premešali na vrtinčniku in iz nje 
odpipetirali 50 µL in to prenesli v novo mikrocentrifugirko, v katero smo predhodno 
odpipetirali 450 µL in dodali pet kapljic kloroforma. Z dodatkom kloroforma pobijemo 
vse bakterijske celice. Nato smo mikrocentrifugirko rahlo pomešali in jo inkubirali na 
ledu 10 minut, preden smo začeli z redčitveno vrsto in metodo štetja plakov (glej poglavje 
Določanje koncentracije bakteriofagov z metodo štetja plakov). Iz pridobljenih podatkov 
o koncentraciji fagov smo izračunali povprečje, ki smo ga uporabljali za izračun 
produktivnosti kontinuirne proizvodnje.  
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Produktivnost kontinuirne proizvodnje bakteriofagov v dveh 
zaporednih mešalnih bioreaktorjih  
 
4.1.1 Produktivnost kontinuirne proizvodnje pri variabilnem fiziološkem stanju 
bakterij 
Spodnja tabela prikazuje vse rezultate, ki smo jih pridobili s prvim nizom eksperimentov, 
ko smo vzpostavili variabilno fiziološko stanje bakterije tako, da smo spreminjali pretok 
in posledično tudi hitrost redčenja v prvem bioreaktorju »C« in drugem bioreaktorju »P«. 
Delovna volumna obeh bioreaktorjev sta bila konstantna. Bakteriofagni rastni parametri 
se spreminjajo v odvisnosti od hitrosti redčenja v prvem bioreaktorju »C« in s tem od 
fiziološkega stanja bakterij [27]. 
Tabela 4: Rezultati prvega niza eksperimentov; Odvisnost koncentracije bakteriofagov in produktivnosti 
od hitrosti redčenja v prvem mešalnem bioreaktorju DC in v drugem mešalnem bioreaktorju DP pri 









(108 PFU mL-1) 
Produktivnost 
(108 PFU mL-1 h-1) 
 RSD 
(%) 
0,10 0,24 1,20 0,59 ± 0,12 0,71 ± 0,15 21 
0,15 0,36 1,80 0,86 ± 0,21 1,55 ± 0,38 24 
0,20 0,48 2,40 1,12 ± 0,20 2,70 ± 0,47 17 
0,25 0,60 3,00 1,27 ± 0,28 3,81 ± 0,83 22 
0,30 0,72 3,60 1,12 ± 0,20 4,04 ± 0,73 18 
0,35 0,84 4,20 0,69 ± 0,14 2,90 ± 0,59 20 
0,40 0,96 4,80 0,30 ± 0,10 1,43 ± 0,48 33 
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Produktivnost v drugem reaktorju »P« smo izračunali po enačbi (13). Nastavljen pretok 
je bil enak v obeh bioreaktorjih, zato smo iz korelacije med volumnoma v obeh 
bioreaktorjih (20) izračunali hitrost redčenja v drugem bioreaktorju »P« na podlagi 






     (20) 
DC = DP ∙
VP
VC
     (21) 
Podatek o koncentraciji bakteriofagov na iztoku iz bioreaktorja »P« smo eksperimentalno 
pridobili z metodo štetja plakov in na podlagi enačbe (13) izračunali produktivnost. Kot 
smo podrobneje opisali v poglavju 3.3.2. smo za vsak določen pretok izvedli tri neodvisne 
eksperimente. Rezultate v tabeli 4 smo podali kot povprečne vrednosti z upoštevanjem 
standardne deviacije. Izračunana relativna standardna deviacija (RDS) je bila enaka tako 
v primeru spremljanja koncentracije fagov kot produktivnosti. 
Na podlagi eksperimentalno pridobljenih rezultatov je razvidno, da tako koncentracija 
bakteriofagov na iztoku iz drugega bioreaktorja »P« kot produktivnost dosežeta svoj 
maksimum pri najbolj optimalni hitrosti redčenja (Dopt) v drugem bioreaktorju »P«.  
Maksimalno koncentracijo bakteriofagov zabeležimo pri DP = 3,0 h-1, maksimalno 
produktivnost pa pri DP = 3,6 h-1. Zanimivo je, da tudi koncentracija bakteriofagov doseže 
maksimalno vrednost pri optimalni hitrosti redčenja, kar je bilo v nasprotju z našimi 
pričakovanji in oceno na podlagi enačbe (14), ki so jo razvili v predhodnih študijah. Po 
njihovih ocenah naj bi koncentracija fagov naraščala z zmanjševanjem hitrosti redčenja v 
drugem reaktorju »P« [7]. Opaženo razliko v trendu dejanske koncentracije bakteriofagov 
pripisujemo uporabi napačne predpostavke, da so rastni parametri bakteriofaga ves čas 
konstantni [27], [29]. Iz tega je razvidno, zakaj smo se odločili za izvedbo prvega niza  
eksperimentov, kjer smo spreminjali obratovalne pogoje (hitrost redčenja v bioreaktorju 
»C«) in na takšen način modificirali rastne parametre bakteriofaga. 
Naknadno smo primerjali produktivnost, izračunano po enačbi (13) iz eksperimentalno 
pridobljenih podatkov, z izpeljano enačbo (17) in zasledili podobne trende in po 
prilagoditvi vrednosti latentne periode in brstnega števila opazili zelo dobro ujemanje s 
teoretično napovedjo z matematičnim modelom [29]. 
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Slika 10: Graf koncentracije in produktivnosti bakteriofagov v odvisnosti od hitrosti redčenja DP v 
bioreaktorju »P« za variabilno fiziološko stanje bakterij (prvi niz eksperimentov) [29] 
V zgornjem grafu (slika 10) vidimo odvisnost koncentracije bakteriofagov in 
produktivnosti v kontinuirnem sistemu kot funkciji hitrosti redčenja v bioreaktorju »P« 
za variabilno fiziološko stanje bakterij (prvi niz eksperimentov). Črni trikotniki z intervali 
napak ponazarjajo koncentracijo bakteriofagov, ki smo jo kvantificirali in izmerili s PFU 
analizo na iztoku iz bioreaktorja »P«. Črne pike z intervali napak predstavljajo 
produktivnost. Obe črti, tako polna kot prekinjena, ponazarjata primerjavo s teoretičnima 
modeloma na osnovi izpeljane enačbe (19). 
4.1.2 Produktivnost kontinuirne proizvodnje pri konstantnem fiziološkem stanju 
bakterij 
Ugotovili smo, da vrednost latentne periode in brstnega števila vplivata na optimalno 
hitrost redčenja in s tem produktivnost v kontinuirnem sistemu [29]. Na podlagi obdelave 
podatkov, pridobljenih v prvotnem nizu eksperimentov, smo optimizirali vrednosti 
rastnih parametrov bakteriofaga v primeru variabilnega fiziološkega stanja bakterije [27]. 
To smo želeli preveriti tudi eksperimentalno, zato smo izvedli drugi niz eksperimentov, 
pri katerem je bil pretok skozi oba bioreaktorja konstanten, spreminjali pa smo delovni 
volumen bioreaktorja »P«. Na tak način smo spreminjali hitrost redčenja v bioreaktorju 
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konstantno fiziološko stanje bakterij. V tabeli 5 so prikazani rezultati določanja 
produktivnosti v »cellstatu«, ki smo ga uporabljali za kontinuirno proizvodnjo 
bakteriofagov. Koncentracijo bakteriofagov smo eksperimentalno določili z vzorčenjem 
in analizo vzorcev z metodo štetja plakov in nato na podlagi teh vrednosti izračunali 
produktivnost po enačbi (13).  
Tabela 5: Rezultati prvega niza eksperimentov; Odvisnost koncentracije bakteriofagov in produktivnosti 
od hitrosti redčenja DC v prvem mešalnem bioreaktorju in hitrosti redčenja DP v drugem mešalnem 









 (108 PFU mL-1) 
Produktivnost 
(108 PFU mL-1 h-1) 
RSD 
(%) 
0,35 0,84 4,20 0,65 ± 0,12 2,88 ± 0,52 19 
0,35 0,84 3,50 1,61 ± 0,40 5,73 ± 1,41 25 
0,35 0,84 3,00 2,57 ± 0,57 7,52 ± 1,72 22 
0,35 0,84 2,63 3,65 ± 0,82 9,57 ± 2,14 22 
0,35 0,84 2,10 5,00 ± 0,83 10,36  ± 1,74 17 
0,35 0,84 1,40 6,81 ± 1,27 9,53 ± 1,77 19 
0,35 0,84 0,84 8,88 ± 1,20 7,46 ± 1,01 14 
 
Iz rezultatov prikazanih v tabeli 5 in na grafu (slika 11) lahko sklepamo, da je bil dosežen 
maksimum produktivnosti tudi v primeru konstantnega fiziološkega stanja bakterij. To 
potrjuje trend produktivnosti pri variabilnem fiziološkem stanju bakterij, kar smo 
spremljali v prvem nizu  eksperimentov. V nasprotju s tem se v primeru konstantnega 
fiziološkega stanja bakterij koncentracija bakteriofagov zmanjšuje z višanjem hitrosti 
redčenja, tako da ne dosežemo maksimalne koncentracije bakteriofagov oziroma je ta 
enaka začetni koncentraciji bakteriofagov. Iz tega je razvidno, da je trend koncentracije 
bakteriofagov različen v primeru konstantnega fiziološkega stanja bakterij. Po pregledu 
literature [7] smo pričakovali, da bo koncentracija bakteriofagov naraščala z 
zmanjševanjem hitrosti redčenja. Če bi to eksperimentalno potrdili, bi veljalo, da lahko v 
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»cellstatu« spreminjamo hitrost redčenja ne glede na konstantne ali variabilne 
bakteriofagne rastne parametre [29]. 
 
Slika 11: materi koncentracije in produktivnosti bakteriofagov v odvisnosti od hitrosti redčenja DP v 
bioreaktorju »P« za konstantno fiziološko stanje bakterij (drugi niz eksperimentov) [29] 
Kot je podrobneje opisano v poglavju 3.3.3,  smo izbrali pretok 0,35 mL min-1 in s 
konstantnim delovnim volumnom prvega bioreaktorja »C« 25 mL nastavili hitrost 
redčenja na 0,84 h-1. Ker je bil nastavljen pretok isti v obeh bioreaktorjih, smo hitrost 
redčenja v drugem bioreaktorju »P« izračunali na podlagi enačbe (22).  
Na podlagi eksperimentalnih podatkov prikazanih v tabeli 5 in na grafu (slika 11) lahko 
privzamemo, da je bila maksimalna produktivnost dosežena pri Dp 2,1 h-1. 
Eksperimentalne podatke smo želeli primerjati z literaturo [7]. Na podlagi tega optimalno 
hitrost redčenja za naš sistem ocenimo s pomočjo enačbe (15). Predhodno smo ocenili 
vrednosti konstantnih bakteriofagnih rastnih parametrov (δ = 5,67∙10-10 mL min-1, L = 
38,7 min (0,645 h), b = 33,6 PFU celica-1) in vrednost latentne periode L in b vstavili v 
enačbo (15). Na podlagi izračunane vrednosti Dopt, ki je znašala 2,146 h-1, lahko vidimo, 
da je ta vrednost zelo podobna eksperimentalno dobljeni. Iz grafa je razvidno, da se 
eksperimentalni podatki dobro ujemajo s teoretično napovedjo modela tako v primeru 
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5 Sklepne ugotovitve 
Neučinkovito odkrivanje novih antibiotikov ima za posledico večje zanimanje za 
manipulacijo, modifikacijo fagov ter njihovo uporabo kot antimikrobnih sredstev. Zaradi 
njihove odlične specifičnosti lahko pričakujemo, da imajo manjše stranske učinke na 
mikrofloro in okolje v splošnem. Antibiotiki zaradi množične uporabe na rastlinah, 
živalih, za pridobivanje hrane in na koncu zaradi pretirane in neutemeljene rabe v primeru 
zdravljenja človeških obolenj, učinkovito prispevajo  in spodbujajo hitrejšo evolucijo 
rezistence bakterij. Poleg tega ne gre zanemariti skrb za pojav kontaminacije hrane in 
vpliv prisotnosti antibiotikov v odplakah in vodi [15]. 
Trend nadomeščanja šaržnih procesov za pridobivanje bakteriofagov narašča. Šaržno 
gojenje bakteriofagov je najcenejši, toda ne najbolj preprost način proizvodnje 
bakteriofagov. Omejitve šaržnega gojenja so predvsem maksimalen volumen opreme, 
celoten operativen čas in dostopnost substrata. V primerjavi s tem lahko v kontinuirnih 
sistemih z optimizacijo hitrosti redčenja v prvem reaktorju, kjer gojimo bakterijo, 
vplivamo na bakteriofagne rastne parametre in  produktivnost. O tem in vseh do sedaj 
razvitih modelih bakteriofagne produkcije Garcia s sodelavci [31] poroča v nedavno 
objavljeni študiji. Implementacija kontinuirnih sistemov v industriji je velikokrat 
predčasno opuščena, bodisi ker je dražja, poleg tega pa je težko zagotoviti neprestan 
monitoring in vzdrževati ravnotežno stanje. V tem pogledu smo v okviru naše študije 
najbolj optimalne produktivnosti in optimizacije predhodno uporabljenih sistemov 
nedvomno zelo veliko prispevali k napredku na tem področju.  
Ena izmed glavnih prednosti z ekonomskega vidika je, da se naravno pomnožujejo ob 
prisotnosti bakterij, zato je proizvodnja fagov enostavna, hitra in cenovno ugodna [22]. 
Hitrost redčenja v mešalnem bioreaktorju »C« ima pomemben vpliv na bakteriofagne 
rastne parametre in populacijsko hitrost rasti bakteriofaga. Ob naraščanju Dc se konstanta 
adsorpcije in latentna perioda zmanjšujeta, medtem ko brstno število linearno narašča. 
Populacijska hitrost rasti bakteriofaga pa narašča najhitreje pri nizkih hitrostih redčenja 
[27]. Na podlagi eksperimentalno pridobljenih podatkov in v primerjavi s teoretičnimi 
predpostavkami smo dokazali, da je bila optimizacija enačb za oceno bakteriofagnih 
rastnih parametrov upravičena. Z njimi lahko zelo dobro opišemo odziv koncentracije 
bakteriofagov in produktivnosti kontinuirne proizvodnje na spreminjanje hitrosti 
redčenja, ki se razlikuje glede na variabilno ali konstantno fiziološko stanje bakterije v 
t.i. »cellstat« sistemu. 
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V primeru izvedenih eksperimentov s konstantnim fiziološkim stanjem se je pokazalo, da 
ima latentna perioda med vsemi rastnimi parametri bakteriofaga, največji vpliv na Dopt, 
ki se z naraščanjem Dopt zmanjšuje. Medtem ko maksimalna produktivnost v odvisnosti 
od Dopt pri manipulacijah z brstnim številom in konstanto adsorpcije ne spreminja dosti. 
Ko se brstno število povečuje, maksimalna produktivnost sledi temu z linearnim trendom.  
Maksimum produktivnosti smo sicer resda opazili tako pri kontinuirni proizvodnji 
bakteriofagov ob variabilnem in konstantnem fiziološkem stanju bakterije. To ne drži v 
celoti za koncentracijo bakteriofagov, ki ob variabilnem fiziološkem stanju bakterij sicer 
doseže maksimum, a v primeru konstantnega fiziološkega stanja temu ni tako. Glede na 
vse bolj pogoste zahteve po visokih koncentracijah čistih bakteriofagov z visoko čistostjo 
in ponovnem interesu za študij in uporabo fagov kot posledico neučinkovitosti 
antibiotskega zdravljenja v primeru multirezistentnih bakterij, so vsake študije 
kontinuirne proizvodnje bakteriofagov več kot dobrodošle. Namen je doseči čim višjo 
produktivnost ter zadostne količine fagov v kratkem času. V naši študiji smo pokazali, da 
je med obema bolj zaželjen in ekonomsko upravičen sistem obratovanja pri konstantnem 
pretoku in spreminjanju volumna drugega bioreaktorja »P«, tj. pri konstantnem 
fiziološkem stanju baterije. Maksimalno produktivnost, ki znaša 10,36 x 108 PFU mL-1 h-
1 dosežemo pri nižji hitrosti redčenja v drugem bioreaktorju »P«, in sicer pri 2,0 h-1. Kar 
lahko primerjamo s prvim nizom eksperimentov pri variabilnem fiziološkem stanju, ki se 
kaže v splošni nižji maksimalni produktivnosti 4,04 x 108 PFU mL-1 h-1 doseženi pri DP 
3,60 h-1. Delovno hipotezo, ki pravi, da v sistemu bakterija −bakteriofag obstaja najbolj 
optimalna hitrost redčenja DP drugem mešalnem bioreaktorju, pri kateri dosežemo 
maksimalno produktivnost in hkrati zagotovimo hitrost redčenja, ki je višja od 
maksimalne specifične hitrosti rasti bakterije, lahko na podlagi eksperimentalnih 
podatkov potrdimo.  
Ne smemo zanemariti tega, da je razmerje med DC in DP  2-krat manjše v prvem (1:5) kot 
v drugem nizu eksperimentov (1:2,5). To pomeni, da je v drugem nizu eksperimentov 
(konstantno fiziološko stanje) verjetnost pojava mutiranih in na fage odpornih bakterij 
zaradi nižje hitrosti redčenja DP višja [29]. Na to kar so opozarjali že v prvotnih študijah 
[33], [40], [41], da je najbolj pomembno proučevati verjetnost in hitrost mutacij, 
selekcijskega pritiska in evolucije fagov v kontinuirnih sistemih. Smiselno bi bilo, da bi 
izvedli dodatne eksperimente na genetskem nivoju in tako preverili, kateri izmed 
sistemov je najbolj optimalna rešitev v vseh pogledih. Genski inženiring fagov predstavlja 
učinkovito orodje za razvoj naravnih in sintetičnih fagov glede na potrebe njihove 
uporabe v medicini, kmetijstvu, proizvodnji hrane in podobno [12], [22]. 
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V naši študiji smo produktivnost procesa kontinuirne proizvodnje spremljali zgolj na 
strogo litičnemu fagu T4. V prihodnosti bi to lahko razširili na druge tipe litičnih fagov. 
Zanimivo bi bilo tudi, kako bi se v takšnem sistemu obnašali temperatni fagi. Na podlagi 
pridobljenega znanja lahko napovemo, da bi se spreminjalo brstno število v odvisnosti od 
hitrosti redčenja v drugem bioreaktorju »P«. Zamenjava litičnega cikla z lizogenim bi se 
lahko zgodila tudi med procesom zaradi stresa povzročenega zaradi spremembe 
temperature ali stradanja bakterijskih celic ob koncu stacionarne faze bakterijske rasti. 
Predvidevamo, da bi bili temperatni fagi pri najvišji hitrosti redčenja v lizogenem ciklu 
(najvišja rast bakterijskih celic) z ničelno vrednostjo brstnega števila kot posledico 
odsotnosti celične lize. Ko bi hitrost redčenja narastla, naj bi brstno število doseglo svoj 
maksimum in zgodila bi se zamenjava lizogenega cikla z litičnim ciklom. Ob ponovnem 
porastu hitrosti redčenja bi brstno število zopet upadalo, kar bi posledično povzročilo 
nižjo produktivnost bakteriofagov. V zadnjem času spremljamo porast zanimanja za 
študij in uporabo lizogenih fagov [21]. 
Nedavno se omenja tudi študij vpliva okužbe bakterije z bakteriofagom v stacionarni fazi 
in pojav hibernacije, v katerem inficirane bakterijske celice revezibilno mirujejo in 
proizvajajo bakteriofagne encime, a se sproščanje in tvorba novih fagov zaustavi ob 
pomanjkanju hranil v sistemu. Z manipulacijo hitrosti redčenja v kemostatu lahko 
dosežemo obe stanji bakterijskih celic [21], [34]. 
V nedavni študiji Mancuso in sod. [42] so preučevali vpliv hitrosti redčenja v prvem 
bioreaktorju »C« in pri tem ohranjali hitrost redčenja v drugem bioreaktorju konstantno. 
Opazili so podoben trend produktivnosti kot v študiji opravljeni znotraj našega 
raziskovalnega tima [27]. Poleg tega so sistem dveh zaporedno povezanih mešalnih 
bioreaktorjev nadgradili tako, da so dodali še tretji bioreaktor, kar je doprineslo k višji 
koncentraciji fagov. 
V prihodnosti vidimo tudi pomembnost podrobnejšega študija vpliva pojava spontanih 
mutacij. Po zgledu [33], [40], [41], smo predpostavili, da s tem, ko v drugem bioreaktorju 
zagotovimo hitrost redčenja, ki je višja od maksimalne specifične hitrosti rasti bakterij, 
ne pride do kopičenja mutiranih bakterij in jih spiramo iz sistema. A vendarle ne smemo 
zanemariti možnosti pojava spontanih mutacij v začetni populaciji fagov pred pričetkom 
procesa kontinuirne proizvodnje [21]. 
Na podlagi vseh eksperimentalno pridobljenih podatkov vidimo, da je E.coli (K-12)– T4 
»cellstat« sistem (volumen je 1 L) močno odvisen od hitrosti redčenja v drugem 
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bioreaktorju in znaša maksimalna produktivnost 1 x 109 PFU mL-1 h-1, kar se odraža v 
proizvodnji 2,4 x 1013 bakteriofagov dan-1 [29]. 
Za vsakršno optimizacijo proizvodnje bakteriofagov je zelo pomembno, da dobro 
razumemo interakcije med bakterijo in bakteriofagom ter njegovo pomnoževanje. 
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